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Resumen ejecutivo 
 

Aristotelia chilensis (Eleaocarpáceas), comúnmente conocida como maqui, es una 
especie vegetal distribuida en el Centro y Sur de Chile. El fruto de esta planta es de gran 
interés para la industria alimenticia y farmacológica debido a que posee potentes 
capacidades antioxidantes. Lo anterior es producto de su elevado contenido de 
antocianinas, en particular de delfinidinas, metabolitos secundarios implicados en la 
formación de la pigmentación azul y en la protección de las plantas contra la luz ultravioleta 
(UV). Actualmente, la producción frutícola de maqui se basa  principalmente en la 
recolección del fruto desde árboles en condiciones silvestres. Además, su producción se ve 
limitada por la estacionalidad del fruto, que sólo se da en temporada de verano. Estas 
limitantes impiden que la demanda creciente de maqui se vea satisfecha. Debido a lo 
anterior, resulta fundamental la búsqueda de nuevas estrategias biotecnológicas para la 
producción de extractos ricos en antocianinas de maqui. 

El presente trabajo tiene por objetivo el desarrollo de una estrategia para la 
producción de extractos ricos en antocianinas a partir de cultivos celulares de A. chilensis. 
Para lograr lo anterior se estudió la inducción callogénica a partir de diferentes explantes 
(embrión, cotiledón y hoja) en diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores 
del crecimiento. Las condiciones de cultivo que indujeron la formación de callos de maqui 
fueron medio Murashige & Skoog 4,43[g/L] con 3% de sacarosa, 0,7% de agar y la adición 
de las hormonas kinetina y NAA 1[mg/L] cada una. Además, para el mantenimiento de los 
callos inducidos, el medio de cultivo Gamborg b-5 3,21[g/L] brindó una mayor velocidad 
de crecimiento y aumento de biomasa. 

Posteriormente, se establecieron cultivos de células en suspensión en medio 
Murashige & Skoog 4,43[g/L] con 3% de sacarosa, 1[mg/L]  de kinetina y NAA y exposición 
a luz (16 h luz; 8 h oscuridad). Los cultivos en suspensión fueron elicitados por medio de 
metil jasmonato (MJ) 100 µM y ácido abscísico (ABA) 100 µM, los cuales no entregaron 
resultados positivos en la producción de antocianinas. Además, se estableció un cultivo en 
suspensión con medio Gamborg b-5 3,21[g/L] con 3% de sacarosa, 2[mg/L] de 2,4-D y 
exposición a luz (16 h luz; 8 h oscuridad); el cual presentó características de crecimiento 
positivas, alcanzado una concentración de biomasa final de más de 5 veces la concentración 
inicial del cultivo.  

Asimismo, se estableció una línea de callos iniciados a partir de embriones y 
mantenidos en medio Gamborg b-5 3,21[g/L] con 3% de sacarosa, 0,7% de agar, 2[mg/L] 
de auxina 2,4-D y exposición a fotoperiodo (16 h luz; 8 h oscuridad). Esta línea presentó 
una pigmentación color violeta oscuro producto de la síntesis de antocianinas por parte de 
sus células. Análisis de los callos por medio de HPLC-PAD-MS revelaron la presencia de 
los mismos tipos de antocianinas presentes en el fruto de A. chilensis. Sin embargo, los 
perfiles de antocianinas fueron diferentes a los del fruto,  conteniendo principalmente 
cianidinas. 

Finalmente, en el presente trabajo de tesis fue posible el establecimiento de cultivos 
celulares productores de antocianinas. Sin embargo, es necesaria la identificación de las 
variables críticas del proceso de producción de estos metabolitos, con el objetivo de 
maximizar su síntesis, particularmente la síntesis de delfinidinas glicosiladas. 
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ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity): Capacidad de Absorción de Radicales de 
Oxígeno. Es un método para la medición de la capacidad antioxidante de muestras 
biológicas in-vitro [1].  
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1. Introducción 
 
 Antecedentes generales 

El alimento ha sido un pilar fundamental dentro de la evolución de las 
civilizaciones. La fisiología y morfología básica del Homo sapiens establece límites sobre 
nuestros hábitos alimenticios, pero dentro de estos límites las preferencias alimentarias 
de los humanos varían notablemente, tanto dentro como entre poblaciones. Lo anterior 
no puede ser clasificado netamente como cambio cultural, ya que genes y cultura pueden 
coevolucionar para determinar cambios en los hábitos alimenticios. [2] 

La dieta de nuestros ancestros era incuestionablemente superior a la dieta moderna 
[3]. Hoy en día, sin embargo, no es posible realizar generalizaciones en cuanto a hábitos 
alimenticios debido a que en algunos países o regiones del planeta la alimentación es 
mucho mejor que en otras. La comida tradicional Japonesa y la dieta Mediterránea son 
ejemplos a seguir dado su alto consumo y variedad de vegetales. Diversos experimentos 
han demostrado que mientras más variada es la alimentación, mejor es la salud debido a 
que la ingesta de nutrientes esenciales y fitoquímicos es mayor. [4] 

Durante los últimos años se ha impuesto un nuevo paradigma alimenticio, en 
donde llevar una dieta balanceada ha cobrado mayor importancia. Por otro lado, hoy en 
día, las enfermedades cardíacas continúan siendo la primera causa de muerte en los países 
en desarrollo, seguidas del cáncer, osteoporosis, artritis, entre otras. Debido a lo anterior, 
muchas personas están buscando productos alternativos que resulten beneficiosos para la 
salud humana y que ayuden a prevenir dichas enfermedades, como por ejemplo los 
alimentos nutracéuticos.  

 

 Industria nutracéutica 

La palabra nutracéutico es un acrónimo de las palabras “nutrición” y 
“farmacéutica”. Estos compuestos son una clase emergente de productos bioactivos de 
origen natural que bordean la línea entre los alimentos y los medicamentos, y que proveen 
beneficios a la salud humana, incluyendo la prevención o tratamiento de enfermedades 
[5]. Aunque el consumo de estos compuestos tiene una larga historia, sólo recientemente 
existe evidencia científica de sus beneficios nutricionales y médicos. Los nutracéuticos de 
origen animal y vegetal han originado oportunidades para la creación de nuevos productos 
por parte de la industria alimenticia. 

Los nutracéuticos se encuentran en una amplia variedad de productos nuevos 
provenientes de la industria alimenticia, el mercado de los suplementos a base de hierbas 
y la industria farmacéutica. Además, estos bioactivos cubren una amplia gama de áreas 
terapéuticas tales como anti-artríticos, tratamiento de trastornos del sueño, prevención 
de ciertos tipos de cáncer, osteoporosis, presión arterial, control del colesterol, 
analgésicos, diabetes, entre muchos otros. (Figura 1) [6] 
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Figura 1: Áreas terapéuticas cubiertas por producto nutracéuticos. 

 
Los nutracéuticos pueden ser clasificados dependiendo de su origen como: 

Fibra dietética 

Corresponde a los compuestos de alimentos de origen vegetal que no son 
hidrolizados por las enzimas secretadas en el tracto digestivo, sino que son digeridas por 
la microflora presente en el intestino. Incluye los polisacáridos no almidonados, como 
celulosa, hemicelulosa, pectinas, lignina y otros. Dentro de los beneficios de la fibra que 
se han podido comprobar, se encuentra la disminución del colesterol LDL, la disminución 
del riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular, hipertensión, diabetes, obesidad y 
ciertos trastornos gastrointestinales. Además, mejora los valores de concentraciones de 
lipoproteínas en la sangre, reduce la presión arterial y mejora los niveles de glucosa en la 
sangre. [7]  

Probióticos 

Son aquellos microorganismos vivos, que cuando se administran en cantidades 
adecuadas afectan beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio 
microbiano intestinal. El consumo de probióticos disminuye el riesgo de alergias, asma, 
cáncer e infección en los oídos y tracto urinario. [7] 

Prebióticos 

Son compuestos que afectan beneficiosamente al huésped mediante la alteración 
selectiva de la composición o metabolismo de la microbiota intestinal. Sus beneficios a la 
salud incluyen aumento de la tolerancia a la lactosa, propiedades antitumorales, 
neutralización de toxinas, estimulación del sistema inmune, reducción de los niveles de 
colesterol y lípidos en la sangre, etc. [8] 

Ácidos grasos poliinsaturados 

También llamados ácidos grasos esenciales, son aquellos introducidos 
externamente a través de la dieta, como por ejemplo, los omega 3. Estudios sugieren que 
estos compuestos previenen enfermedades cardiovasculares y trombosis, además de 
presentar beneficios en otras áreas de la salud como el asma, desordenes bipolares y 
depresivos, dismenorrea y diabetes. [9] 



 

13 
 

Vitaminas antioxidantes 

Son las vitamina C, vitamina E y carotenoides. Actúan principalmente en la 
prevención de enfermedades degenerativas, cáncer, enfermedades cardiovasculares y 
cataratas, entre otros. [10] 

Polifenoles 

Estos compuestos forman un gran grupo de fitoquímicos, que son producidos por 
las plantas como metabolitos secundarios para protegerlas del estrés fotosintético. Existen 
alrededor de 8.000 clases diferentes de polifenoles, siendo los más importantes los 
flavonoles, flavonas, flavononas y las antocianinas. Incluir estos fitoquímicos en la dieta 
podría resultar muy beneficioso, ya que existe evidencia in vitro que sugiere que pueden 
afectar en numerosos procesos celulares como la expresión genética, apoptosis, 
agregación plaquetaria y señales intercelulares, que pueden implicar efectos 
anticancerígenos y antiaterogénicos. [11] 

Por otro lado, estos compuestos también tienen propiedades antioxidante, 
antiinflamatorias, antimicrobianas, cardioprotectoras y también juegan un rol en la 
prevención de enfermedades neurodegenerativas y la diabetes mellitus. [12] 

 Especias 

Son complementos alimenticios utilizados desde hace miles de años para mejorar 
la calidad sensorial de los alimentos. Estos imparten sabor, aroma y color a los alimentos. 
Investigaciones recientes han revelado que la ingesta de estos compuestos trae beneficios 
a la salud humana debido a su efecto antioxidante, quimiopreventivo, antimutagénico y 
antiinflamatorio, entre otros. [13] 

 

 Polifenoles: Antocianinas 

Las antocianinas (Figura 2) son pigmentos hidrosolubles, pertenecientes a la 
familia de los polifenoles llamados flavonoides. Son metabolitos secundarios sintetizados 
por plantas superiores y almacenadas en vacuolas dentro de sus células. Hasta la fecha 
existen aproximadamente 635 tipos de antocianinas identificadas en la naturaleza, y son 
responsables de los colores azul, violeta y rojo de muchas frutas, vegetales y flores. Las 
antocianinas son importantes para las plantas debido a que sus colores atraen a los 
animales ayudando a dispersar las semillas y a polinizar. Además, debido a su poderosa 
absorción de luz, se cree que cumplen un rol fundamental en la protección de las plantas 
en contra de los daños inducidos por la luz ultravioleta (UV). [14] 

Actualmente, las antocianinas son utilizadas como colorantes principalmente en la 
industria de las bebidas. En la medida que el público toma mayor conciencia sobre los 
efectos dañinos de los colorantes sintéticos, los consumidores y fabricantes demandan 
colorantes de fuentes naturales.  

Desde el punto de vista de su estructura química, las antocianinas son glucósidos 
de las antocianidinas, es decir, están constituidas por una molécula de antocianidina, 
conocida como aglicona, a la que se le une un azúcar por medio de un enlace β-glucosídico 
(glicona). A su vez, la aglicona está formada por un esqueleto que consiste de dos anillos 
bencénicos unidos mediante un anillo heterocíclico con oxígeno (núcleo flavilio). Todas 



 

14 
 

las antocianidinas se encuentran hidroxiladas en las posiciones 3, 5 y 7, pero difieren en 
la sustitución del anillo B. Debido a la deslocalización electrónica, en la medida que 
aumenta el número de sustituyentes de la antocianidina, el catión flavilio absorbe a 
longitudes de onda mayores, desde 520 nm la pelargonidina hasta 546 nm la delfinidina. 
Así mismo, la metilación de los grupos hidroxilo provoca el desplazamiento de la 
absorción máxima (efecto batocrómico), por lo tanto la malvidina y petunidina absorben 
a 542 y 543 nm, en lugar de 546 nm en la delfinidina. [15] 

Se han identificado cerca de 25 agliconas (antocianidinas), los cuales difieren en 
sus patrones de hidroxilación y  metilación en diferentes posiciones de los anillos. Sin 
embargo, solo seis de ellos se encuentran comúnmente en la naturaleza y cerca del 95% 
de las antocianinas derivan a partir de estas seis antocianidinas: pelargonidina (Pg), 
cianidina (Cy), delfinidina (Dp), peonidina (Pn), petunidina (Pt) y malvidina (Mv) [14]. 
Cabe destacar, que las antocianidinas raramente se encuentran libres en la naturaleza 
debido a su baja estabilidad y posible reactividad.  

 

Antocianina R1 R2 
Pelargonidina-3-O-monoglucósido H H 
Cianidina3-O-monoglucósido OH H 
Delfinidina3-O-monoglucósido OH OH 
Peonidina3-O-monoglucósido OCH3 H 
Petunidina3-O-monoglucósido OCH3 OH 
Malvidina3-O-monoglucósido OCH3 OCH3 

Figura 2: Estructura básica general e individual de algunas antocianinas glicosiladas. 

 

Se han encontrado cinco monosacáridos que forman parte de las antocianinas, los 
cuales se presentan en el siguiente orden de abundancia: glucosa, ramnosa, galactosa, 
xilosa y arabinosa. Estos azúcares se unen a la antocianidina primeramente por medio del 
hidroxilo de la posición 3, y en segundo lugar, en las posiciones 5 o 7. De acuerdo al 
número de azúcares que presente la molécula, se denominan monóxidos (posición 3), 
bióxidos (posición 3 y 5) y trióxidos (dos en la posición 3 y una en posición 5). La 
glicosilación también tiene un efecto batocrómico y además, aumenta la solubilidad y 
estabilidad de las moléculas, debido a la formación de puentes de hidrógeno 
intramoleculares. [15] [16] 

Las antocianinas son moléculas muy sensibles a los cambios de pH debido a que el 
núcleo flavilio es deficiente en electrones y, por ende, muy reactivo. Cuando las frutas 
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maduran cambian de pH, y como consecuencia cambia su coloración. Estos cambios en la 
coloración de las antocianinas se deben a modificaciones en su estructura que muchas 
veces son reversibles, lo que hace que estas moléculas sean excelentes indicadores de pH. 
A pH ácidos (pH<2) adquieren una estructura estable de catión flavilio de color rojo. A 
valores de pH entre 3 y 6 ocurre una rápida hidratación del catión flavilio en la posición 
C-2 de la molécula, lo que genera un equilibrio entre la pseudobase carbinol y la estructura 
chalcona de cadena abierta, ambas incoloras. A pH 7 y superiores, debido a la 
desprotonación continua, predominan las formas quinoidales de colores púrpura en 
donde el efecto batocrómico es considerable. Lo anteriormente descrito se esquematiza en 
la Figura 3. [14] [15] 

 

 

Figura 3: Esquema de la conversión estructural dependiente de pH entre formas dominantes de 
antocianinas monóxidos en fase acuosa. [14] 

 

Fuentes de antocianinas comestibles presentes en la naturaleza incluyen frutas, 
como por ejemplo arándano, maqui, cereza, uva, granada y ciruela; y también, en muchos 
vegetales de color oscuro, como la cebolla morada, rábano rojo, berenjena, maíz morado, 
repollo morado, entre otras. Si bien las antocianinas comúnmente se acumulan en las 
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flores y frutos, también se encuentran presentes en tallos, hojas y órganos de 
almacenamiento. El contenido total de antocianinas varía sustancialmente entre las 
diferentes especies de plantas e incluso de cultivares. La información disponible muestra 
que las plantas poseen un amplio rango de contenido de antocianinas, en donde las bayas 
proveen la mayor cantidad por porción. Además, los factores medioambientales como la 
luz, temperatura y altitud también afectan la concentración de antocianinas de manera 
considerable. 

En cuanto a la toxicidad de las antocianinas, ningún impacto adverso en la salud de 
animales ni humanos ha sido reportado en relación a la administración oral de 
antocianinas en la comida. El uso de antocianinas a partir de fuentes naturales en 
alimentos es ampliamente permitido en Europa (E163), Japón, Estados Unidos, entre 
otros países [17] [14]. En el año 1982, se estimó que el consumo diario de antocianinas 
aceptado para seres humanos (ADI) es de aproximadamente 2,5 mg·kg-1 de peso corporal 
[18].    

 

1.3.1 Biosíntesis general de Antocianinas 

La ruta de biosíntesis de las antocianinas (Figura 4) es una ruta ya descrita tanto a 
nivel genético como enzimático. Estas moléculas son sintetizadas a través de la ruta de los 
flavonoides y su biosíntesis puede ser dividida en dos secciones, la ruta río arriba básica 
de los flavonoides y la ruta río abajo específica de cada antocianina. Existen diversos 
estudios que han revelado que la ruta río arriba básica de los flavonoides está restringida 
en muchas plantas y que una vasta familia de genes codifica las enzimas que actúan en 
esta ruta, mientras que las enzimas que actúan en la ruta específica de las antocianinas 
son codificadas por un solo gen activo [19] [20]. La ruta de los flavonoides comienza con 
la fenilalanina, producido vía la ruta del shikimato y es transformado a 4-Cumaril-CoA. 
Luego, la enzima clave, chalcona sintasa (CHS) produce una naringenina-chalcona por 
medio de la condensación de una molécula de 4-Cumaril-CoA y tres moléculas de malonil-
CoA (derivada del citrato producido en el ciclo de Krebs). En este caso los anillos A y C de 
la molécula derivan de la ruta del acetato, mientras el anillo B deriva de la ruta del 
shikimato. Posteriormente, una chalcona isomerasa (CHI) convierte 
estereoespecificamente la naringenina-chalcona en su isómero naringenina. Después, el 
anillo B de la naringenina sufre de hidroxilaciones por medio de las enzimas flavanona 3’-
hidroxilasa (F3’H), flavanona 3’5’-hidroxilasa (F3’5’H) o flavanona 3β-hidroxilasa (F3H). 
Posteriormente, los dihidroflavonoles obtenidos son reducidos por medio de la 
enzima dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) a la leucoantocianidina correspondiente. 
Luego de esta reducción, la antocianidina sintasa (ANS) oxida las leucoantocianidinas a 
su antocianidina correspondiente. Dado que las antocianidinas son inestables bajo las 
condiciones fisiológicas, estas son inmediatamente glicosiladas a antocianinas por medio 
de la enzima UDP glucosa: flavonoide-3-glicosil transferasa (UFGT). Las antocianinas que 
contienen antocianidinas metiladas (peonidina, petunidina y malvidina) como aglicona, 
pueden ser obtenidas mediante la metilación del grupo hidroxilo en el anillo B de las 
cianidina-3-O-glucósido, delfinidina-3-O-glucósido y petunidina-3-O-gluósido por medio 
de la enzima O-metiltransferasa (OMT). Además, las antocianinas pueden sufrir futuras 
acilaciones por medio de la acción de enzimas antocianina aciltransferasas (ACT) [20] 
[21]. 
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Figura 4: Ruta de biosíntesis general de flavonoides y antocianinas [20]. 
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Otro aspecto importante a mencionar con respecto a las antocianinas, es que luego 
de su síntesis, éstas son transportadas y guardadas en vacuolas dentro de la célula. Dentro 
de la vacuola, las antocianinas pueden unirse a proteínas específicas formando cuerpos 
intravacuolares, denominados inclusiones vacuolares antociánicas (anthocyanic vacuolar 
inclusions, AVI) [20]. 

 

1.3.2 Beneficios para la salud humana 

Un vasto número de estudios se ha llevado a cabo para demostrar los efectos en la 
salud humana de los polifenoles, utilizando modelos tanto in vivo como in vitro. Las 
antocianinas son uno de los polifenoles más abundantes en frutas y verduras y son 
conocidos por poseer una fuerte actividad antioxidante.  

Cabe destacar que las concentraciones de polifenoles varían considerablemente 
entre las frutas. Por ejemplo, los arándanos contienen principalmente proantocianidinas, 
mientras las moras, frambuesas negras, frambuesas y fresas contienen principalmente 
elagitaninos. La estructura química de los compuestos presentes en una fruta puede 
contribuir significativamente en sus propiedades biológicas [22]. 

A continuación se describen los principales beneficios asociados al consumo de 
antocianinas. 

 

1.3.2.1 Disminución del estrés oxidativo. 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS), que incluyen radicales libres, iones de 
oxígeno y peróxidos, se generan normalmente en el organismo y son importantes para el 
sistema inmune, las señales celulares y otras funciones normales del cuerpo. Sin embargo, 
si estas moléculas se producen en exceso pueden provocar daño celular, desencadenando 
enfermedades degenerativas, inflamación (aguda o crónica), enfermedades 
cardiovasculares, cáncer y envejecimiento. [14] 

Se ha demostrado mediante experimentos in vitro que las antocianinas son 
potentes antioxidantes que capturan los radicales libres y terminan la cadena de 
reacciones responsable del daño oxidativo. Por medio de ensayos de la capacidad de 
absorbancia de radicales libres, por ejemplo el ensayo ORAC, se ha determinado la 
actividad antioxidante de diversas antocianinas a pH neutro, en donde se ha demostrado 
que todas ellas tienen igual o hasta 3,5 veces la capacidad antioxidante que el antioxidante 
más vendido Trolox ® (análogo de la vitamina E) [23]. 

 

1.3.2.2 Prevención de enfermedades cardiovasculares.  

La oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) gatilla la acumulación de 
macrófagos de leucocitos en las paredes arteriales. La ruptura de la placa de ateroma1 de 
las paredes arteriales gatilla la aterosclerosis y eventualmente enfermedades 

                                                   
1 Degeneración de las paredes arteriales debido al depósito de placas lipídicas, principalmente 

colesterol, que posteriormente pueden ulcerarse y calcificarse. [143] 
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cardiovasculares. Una dieta rica en antocianinas tiene el potencial de incrementar la 
capacidad antioxidante del suero sanguíneo y por ende proteger contra la oxidación de las 
LDL y prevenir enfermedades cardiovasculares. [14] 

En un modelo en donde se utilizó radiación UV para inducir la peroxidación de 
lípidos, tres antocianinas purificadas (Pg-3-glu, Cy-3-glu y Dp-3-glu) demostraron una 
fuerte inhibición de la peroxidación de éstos, además de actuar como agentes 
eliminadores de radicales de oxígeno. [24] 

 

1.3.2.3 Actividad antiinflamatoria. 

La inflamación se define como una reacción defensiva local de los tejidos frente a 
estímulos nocivos de naturaleza muy diversa (físicos, químicos y microorganismos como 
bacterias, hongos y parásitos) [25]. Este proceso está mediado por muchas enzimas y la 
ruta más común en la respuesta inflamatoria incluye a las ciclooxigenasas 1 y 2 (COX1, 
COX2) y 5-lipoxigenasa (5-LOX). Está comprobado que la inhibición de estas enzimas 
utilizando diferentes drogas alivia los síntomas de la inflamación [26].  

Existen diferentes estudios asociados a los efectos anti-inflamatorios de las 
antocianinas, particularmente de las delfinidinas, en la inhibición de las enzimas COX y 
LOX.  

Por ejemplo, se ha reportado que utilizando una concentración de delfinidinas de 
40 µM se inhibe hasta un 12% las enzimas COX-1 y COX-2, en comparación a los anti-
inflamatorios comunes como el ibuprofeno que alcanza una inhibición del 40% cuando se 
aplica una concentración de 10 µM [27]. Un estudio similar, reportó un 49% de inhibición 
de COX-1 y COX2, empleando una concentración de delfinidinas de 100 µM [28]. 

También, existen estudios que reportan que las delfinidinas inhiben la expresión 
de COX-2 inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) [29], mientras otros 
estudios muestran que las delfinidinas bloquean la activación por radiación ultravioleta 
UVB del factor de transcripción NF-κ-B, y que por lo tanto, inhiben la expresión de COX-
2 inducida por NF-κ-B [30] [26].  

 

1.3.2.4  Actividad anticarcinogénica. 

La actividad anticarcinogénica de las antocianinas ha sido vastamente comprobada 
en sistemas in vitro. Por ejemplo, en un estudio se aislaron cuatro antocianinas a partir 
de frutillas y todas ellas demostraron una reducción en la viabilidad de células de cáncer 
oral (CAL-27, KB), de colon (HT29, HCT-116) y de próstata (LNCaP, DU145) a una dosis 
de 100 µg/ml [31]. Además, el resultado de diversos estudios muestra que los efectos 
antiproliferativos de las diferentes antocianinas en el cáncer de colon, son altamente 
dependientes de las estructura de los pigmentos, incluyendo el tipo de aglicona y los 
patrones de glicosilación y acilación [32]. 

La actividad anticarcinogénica de las antocianinas puede atribuirse a efectos 
aditivos de múltiples mecanismos, en los diferentes estados del proceso carcinogénico 
[33]. Algunos mecanismos que se han estudiado son la actividad antimutagénica [34], la 
inhibición del daño oxidativo del ADN [35], la detención del ciclo celular [36], la 
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inhibición de las enzimas COX-2, la inducción de la apoptosis [37] [38] y la 
antiangiogénesis [39]. 

 

1.3.2.5 Prevención de la obesidad. 

El consumo de antocianinas puede aminorar la función de los adipocitos y, por 
ende, prevenir la obesidad [40]. En un estudio, 24 ratones machos fueron alimentados 
durante 12 semanas con extracto de maíz morado, alimento alto en grasas y alimento alto 
en grasas más maíz morado. La suplementación con maíz morado suprimió la ganancia 
de peso corporal y de tejido adiposo marrón y blanco, inducida por la dieta alta en grasas 
[41]. En otro estudio, se demostró que las antocianinas presentes en los granos de soja 
negra revierten la ganancia de peso de un grupo de ratas con una dieta alta en grasas [42]. 
Asímismo, se observó una reducción en los niveles de triglicéridos y colesterol LDL, 
mientras el colesterol HDL aumentó su concentración.        

  

1.3.3 Biodisponibilidad y metabolismo 

La biodisponibilidad puede definirse como la proporción de nutrientes que se 
digiere, absorbe y metaboliza a través de una ruta normal [43]. Este concepto es relevante, 
dado que los nutrientes más abundantes no siempre son los más activos en el organismo, 
ya sea debido a que poseen una menor actividad intrínseca, su absorción en el intestino es 
baja, son altamente metabolizados o se excretan rápidamente. Asimismo, los metabolitos 
encontrados en la sangre u órganos, que son resultado de la actividad digestiva o hepática, 
pueden diferir del compuesto nativo en términos de su actividad biológica [44].     

Generalmente, los polifenoles se metabolizan a través de una secuencia de 
reacciones común para todos ellos. Las agliconas pueden ser absorbidas en el intestino 
delgado. Sin embargo, la mayoría de los polifenoles se encuentran en los alimentos en la 
forma de ésteres, glucósidos u otros polímeros que no pueden ser absorbidos en su forma 
nativa. Estas moléculas son hidrolizadas por las enzimas intestinales o por la microflora 
del colon antes de que puedan ser absorbidas. Durante el proceso de absorción, los 
polifenoles sufren reacciones de conjugación en las células del intestino delgado y 
posteriormente en las células hepáticas; este proceso incluye metilación, sulfatación y 
glucuronidación [44]. Diversos estudios in vivo han sugerido que solo el 5% del total de 
polifenoles ingeridos diariamente son absorbidos en el duodeno [45], y de ese porcentaje, 
solo el 5% alcanza el torrente sanguíneo sin cambios en su estructura [46]. Los polifenoles 
no ingeridos llegan al colon, donde son fermentados por la microflora y dan lugar a 
metabolitos que se absorben y aparecen como derivados conjugados en el plasma. Una vez 
absorbidos y metabolizados, los polifenoles pueden volver al duodeno a través de la 
circulación enterohepática, prolongando su presencia en el organismo. [44] [46] 

El estado de glicosilación de los polifenoles influye sobre su nivel de absorción en 
el intestino, ya que deben de ser hidrolizados por las enzimas intestinales como por 
ejemplo la lactasa-floridzina hidrolasa (hidrólisis extracelular) o la β-glucosidasa 
(hidrólisis intracelular). En consecuencia, los polifenoles glucosilados se absorben con 
mayor facilidad que los que poseen otro tipo de glicosilación, como aquellos conjugados 
con moléculas de ramnosa, que son hidrolizados por las enzimas de la microflora del colon 
[46] [47]. 
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Para validar los efectos positivos en la salud de las antocianinas, que han sido 
revelados en los diversos estudios que se han llevado a cabo en modelos in vitro, es 
importante considerar la biodisponibilidad de las moléculas in vivo. En general, los 
niveles de antocianinas detectados en el plasma y la orina luego de su ingesta son bastante 
bajos [14].  

Por ejemplo, en cuanto a la absorción gástrica de las antocianinas, existe un estudio 
en donde se inyectaron antocianinas de uvas en el estómago de 19 ratas macho cuyo 
cardias2 había sido bloqueado quirúrgicamente. Luego, se recolectaron muestras de 
sangre de la vena porta y del corazón en un intervalo de 6 min. La cuantificación de estos 
pigmentos, reveló la presencia de Mv-3-glu en ambas muestras de sangre a partir de los 6 
min, presentando evidencia de absorción a nivel estomacal [48] [14].  

 

 Delfinidinas y sus propiedades farmacológicas 

Las delfinidinas (Figura 5) son una clase de antocianidinas presentes en las 
vacuolas de los tejidos epidermales de flores y frutos. Estas moléculas se encuentran en 
muchas frutas, vegetales y suplementos alimenticios y se ha demostrado que poseen 
importantes efectos farmacológicos tanto in vivo como in vitro, como por ejemplo, 
propiedades antioxidantes, antimutagénicas, anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, 
neuroprotectoras, etc. [49].  

 

 

Figura 5: Estructura química de las delfinidinas [50] 

 

Actualmente, las delfinidinas son consideradas agentes potenciales para el 
consumo humano, de especial interés para la industria de nutracéuticos para ser aplicadas 
como estrategia de prevención contra desórdenes metabólicos, cáncer, enfermedades 
oculares, entre otras.  

A continuación se describen las propiedades farmacológicas más relevantes de las 
delfinidinas. 

                                                   
2 «En los vertebrados terrestres, orificio que sirve de comunicación entre el estómago y el esófago.» 

[144] 
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1.4.1 Actividad anticarcinogénica  

Existen diversos estudios que sugieren que las delfinidinas poseen una función 
supresora de tumores, que pueden inducir la apoptosis y que pueden tener un rol potencial 
en la inhibición de la angiogénesis3 en diferentes tipos de cáncer [26]. Además, se ha 
comprobado que las propiedades antioxidantes de las delfinidinas suprimen el 
crecimiento tumoral [50]. 

Por ejemplo, variados reportes evidencian que las delfinidinas presentes en 
“berries” inducen apoptosis en células de leucemia HL60 [26] [51], carcinoma uterino, 
adenocarcinoma de colon [52], hepatoma [53] y células HCT116 de cáncer al colon [54]. 

Asimismo, existen estudios que muestran que las delfinidinas poseen efecto 
citotóxico en células metastásicas de cáncer colorrectal [49] [55].  

 

1.4.2 Actividad neuroprotectora 

Se ha investigado el efecto neuroprotector de las delfinidinas contra la toxicidad del 
péptido β-amiloide. Los resultados de este estudio mostraron que las delfinidinas 
rescataron células PC12 por medio de la atenuación de la elevación de los niveles de calcio 
intracelular [56]. Además, en otro estudio se evaluó el efecto de delfinidinas extraídas de 
Vaccinium myrtillus contra el daño de células ganglionares de la retina (RGCs). Los 
resultados de este estudio demostraron que las delfinidinas inhiben significativamente la 
neurotoxicidad en las células de un modo dependiente de su concentración [49].    

 

1.4.3 Efecto antiinflamatorio 

Se ha comprobado que las delfinidinas, particularmente las aisladas de Punica 
granatum, inhiben específicamente la actividad de la Histona acetiltransferasa (HAT) de 
la familia del coactivador P300/CBP. Además, las delfinidinas inhiben la acetilación en 
células MH7A, una línea celular humana de artritis reumatoide sinovial [49].   

 

 Aristotelia chilensis 

Aristotelia chilensis (Mol) STUNZ, comúnmente conocido como maqui, 
corresponde a una especie vegetal perenne, del grupo de las dicotiledóneas y de la familia 
de las Eleaocarpáceas endémica de Chile, que crece en el Centro y Sur del país y que 
también ha sido encontrado en el Archipiélago Juan Fernández y en Argentina. Es un 
árbol dioico pequeño, que alcanza una altura aproximada de entre 4-5 [m] y que crece en 
suelos húmedos ricos en materia orgánica. Sus ramas son abundantes, delgadas y flexibles 
de color pardo rojizo, su corteza es lisa y sus hojas son de forma ovalada, con bordes 

                                                   
3 «Proceso fisiológico de formación de vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes; es normal 

en el proceso embrionario, crecimiento, cicatrización, etc., pero es patológico en la formación de tumores 
malignos.» [142] 
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aserrados y de 3 a 7 [cm] de longitud. Sus flores florecen entre los meses de Septiembre y 
Diciembre, son pequeñas y amarillas, y se presentan en racimos cortos (Figura 6 (a)). Su 
fruto es una baya carnosa comestible de aproximadamente 4 [mm] de diámetro, verde 
cuando es inmadura y negro violáceo cuando madura en verano, entre los meses de 
Diciembre y Febrero (Figura 6 (b)). [57] [58] 

Este fruto ha comenzado a tomar notoriedad en el mundo de los alimentos debido 
a sus interesantes propiedades beneficiosas para la salud humana, siendo catalogada por 
la industria de los nutracéuticos norteamericanos como una “Súper Baya”. Dicha 
nominación se debe a sus potentes capacidades antioxidantes, presentando los mayores 
índices de Capacidad de Absorción de Radicales de Oxígeno (valor ORAC) entre las frutas 
y verduras presentes en el mercado. Esto se presenta en el gráfico de la Figura 7. [26] 

 

  
(a) (b) 

Figura 6: Fotografías de A. chilensis (a) Flores de maqui (b) Fruto de maqui. 

 

 
Figura 7: Índice ORAC de diferentes Bayas del mercado. 
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Análisis fotoquímicos del maqui han revelado que este fruto presenta elevadas 
concentraciones de delfinidinas, una antocianina implicada en la formación de la 
pigmentación azul y protección de las plantas contra la luz ultravioleta (UV). 
Recientemente, se ha demostrado que las delfinidinas glicosiladas son los principales 
responsables de la capacidad antioxidante del maqui, presentando el doble de capacidad 
antioxidante que el principal antioxidante sintético comercial (Trolox) por unidad de 
masa. [59] 

El maqui contiene un 0,2% de antocianinas, que se subdividen en ocho pigmentos 
dependiendo de su grado de glicosilación: 

1. Delfinidina 3-sambubiósido-5-glucósido;  

2. Delfinidina 3,5-diglucósido; 

3. Cianidina 3-sambubiósido-5-glucósido; 

4. Cianidina 3,5-diglucósido; 

5. Delfinidina 3-sambubiósido; 

6. Delfinidina 3-glucósido; 

7. Cianidina 3-sambubiósido; 

8. Cianidina 3-glucósido.  

 

El 73% de las antocianinas previamente mencionadas corresponden a delfinidinas, 
y el 37% restante a cianidinas, siendo la principal delfinidina 3-sambubiósido-5-glucósido 
(34% de las antocianinas totales) (Figura 8). El promedio total de contenido de 
antocianinas es de 137,6 ± 0,4 mg/100g de fruta fresca (211,9 ± 0,6 mg/100g de fruta seca) 
[60]. Adicionalmente, la fruta contiene un elevado contenido de minerales ya que 100 gr 
de maqui proveen el 27% de la dosis recomendada de calcio por día, 70% del hierro y 28% 
del potasio. [61] 

 

 
Figura 8: Estructura de la antocianina delfinidina 3-sambubiósido-5-glucósido. 
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1.5.1 Estudios asociados a los beneficios del maqui 

A lo largo de la historia, el maqui ha sido ampliamente utilizado en la medicina 
natural indígena como antidiarreico, desinflamante, cicatrizante, diaforético, 
expectorante, diurético y purgante [62]. Hoy en día, sus propiedades conocidas 
popularmente han sido estudiadas y validadas en modelos tanto in vitro como in vivo. 

 En cuanto a su actividad analgésica y antiinflamatoria, los frutos de A. chilensis 
han confirmado poseer efectos antiinflamatorios muy importantes, demostrados por 
medio de un modelo de inflamación en roedores por inducción con TPA (12-deoxiforbol-
13-decanoato) [63].    

En relación a su actividad antioxidante, el fruto de maqui demostró, mediante un 
modelo in vitro, que es capaz de evitar la peroxidación lipídica inducida por cobre sobre 
células endoteliales humanas [64]. Además, los polifenoles del fruto actúan en la 
inhibición de la enzima α-glucosidasa, lo cual resulta benéfico para los paciente diabéticos 
[65]. Asimismo, existe evidencia de que el tratamiento con extracto de maqui rico en 
delfinidinas produce una reducción significativa de la concentración basal de glucosa en 
el suero de ratas diabéticas, después de 4 meses de tratamiento [66]. 

También, se han analizado los efectos anticancerígenos de un concentrado del 
fruto. Para esto, se evaluó los efectos sobre la expresión de ciclooxigenasa (COX)-2, vías 
de señalización y viabilidad en células de cáncer de colon. El tratamiento de células Caco-
2 con A. chilensis por 24 h redujo la expresión de COX-2 y disminuyó la actividad 
luciferasa regulada por NF-κB. Además, el extracto no afectó la viabilidad celular [67].    

En cuanto a la biodisponibilidad de las antocianinas de maqui, si bien aún no 
existen estudios in vivo, la forma no acetilada y no conjugada de sus antocianinas pueden 
significar una mayor biodisponibilidad, debido al aumento en la estabilidad estructural y 
solubilidad de las moléculas. Sin embargo, se requieren más estudios en esta área para 
asegurar su absorción en el organismo y, por ende, sus efectos beneficiosos en el ser 
humano.  

 

 Técnicas de cultivo de plantas in-vitro 

Los cultivos de tejidos o células vegetales, también conocidos como cultivos in vitro 
o cultivos estériles, son una importante herramienta para el estudio tanto básico como 
aplicado, así como también en las aplicaciones comerciales que se le pueden dar a las 
plantas. El término cultivo de tejido vegetal, se refiere al conjunto heterogéneo de técnicas 
en los que un explante, es decir, una parte separada del vegetal como células, tejidos u 
órganos, es cultivado asépticamente en un medio artificial de composición química 
determinada y es incubado en condiciones ambientales controladas [68].    

 El cultivo de tejidos vegetales se originó a partir de la investigación sobre las 
hormonas que controlan el crecimiento y desarrollo vegetal. Este conocimiento, 
combinado con las técnicas básicas de microbiología, dio origen a la tecnología por la cual 
las plantas u órganos de plantas se pueden multiplicar en gran número y de modo 
controlado [69]. 
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 El punto de partida para el cultivo de tejidos vegetales es el proceso por el cual se 
traspasa material vegetal in vivo a un medio de cultivo estéril. Este procedimiento 
requiere la disección de la planta bajo condiciones estrictamente asépticas con la finalidad 
de transferir el material dentro de un recipiente estéril sin introducir microorganismos 
contaminantes. Las células y tejidos que crecerán y se desarrollarán dependerán de los 
objetivos del cultivo, en algunas ocasiones las células conformarán una masa 
aparentemente desorganizada, conocida como callo, y en otras ocasiones estarán 
presentes estructuras definidas como tallos, órganos, raíces, bulbos, etc. [69] 

 Resulta esencial mantener la esterilidad del medio ambiente confinado en el 
recipiente, debido a que cualquier microorganismo que ingrese crecerá a una velocidad 
mucho más rápida que los tejidos vegetales y eventualmente colonizarán y matarán a los 
tejidos.  

 

1.6.1 Micropropagación 

La micropropagación, o propagación clonal, es una de las aplicaciones más 
generalizadas del cultivo in vitro. Es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos 
utilizados para multiplicar plantas asexualmente de forma rápida, eficiente y en grandes 
cantidades. A través de la micropropagación, a partir de un explante de una planta madre, 
se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas. El explante 
más utilizado para el proceso de propagación clonal son las yemas vegetativas de las 
plantas (ver Figura 9 (a)). Los frascos que contienen las plantas in vitro se ubican en 
estanterías con luz artificial dentro de una cámara de crecimiento, en donde la 
temperatura varía entre los 21 y 23°C, además de controlar las horas de luz, generalmente 
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Por otra parte, el medio de 
cultivo consiste en una mezcla de vitaminas, sales minerales, reguladores de crecimiento, 
agua, azúcar y agar. La composición específica del medio dependerá de la especie vegetal 
y del objetivo de la micropropagación [70] [71].   

Otra técnica utilizada para la introducción de plantas in vitro consiste en el cultivo 
de embriones cigóticos. En el caso de las plantas, el embrión cigótico es una estructura 
multicelular que se ubica dentro de la semilla (ver estructura de semilla en Figura 9 (b)), 
dotado con la potencialidad de formar una nueva planta. La técnica de cultivo de 
embriones cigóticos se utiliza cuando las semillas presentan un estado denominado 
dormancia, en donde no son capaces de germinar aun cuando se encuentran en 
condiciones favorables. Este fenómeno se debe a diferentes factores como por ejemplo, la 
inmadurez del embrión (dormancia interna) o la presencia de una cubierta dura 
(tegumento) que protege a la semilla y no permite la entrada del agua o el oxígeno hasta 
el embrión (dormancia externa). Cuando la dormancia es externa, es posible superar este 
estado por medio de la escarificación o mediante la remoción completa del tegumento o 
cubierta seminal [72] [73]. 

En el caso de Aristotelia chilensis, su semilla se disemina por medio de la ingesta 
del fruto por parte de las aves, lo que origina cambios en la semilla debido al efecto 
mecánico y químico provocado por su sistema digestivo, y por lo tanto para su 
germinación necesitaría un tratamiento especial que modifique o remueva la cubierta de 
la semilla [74].  
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(a) 

 

(b) 

Figura 9: Ilustraciones esquemáticos de: (a) Una planta (b) Una semilla dicotiledónea. 
 
 

1.6.1.1 Establecimiento de explantes asépticos 
 

Los tejidos de plantas o explantes colectados desde condiciones silvestres o de 
invernaderos, usualmente se encuentran contaminados con microorganismos y otros 
contaminantes. Estos microorganismos, como bacterias, levaduras y hongos; deben ser 
removidos durante la preparación de los explantes asépticos, ya que de otro modo podrían 
llegar a matar los explantes, ya sea debido a su sobre-crecimiento, o por la liberación de 
sustancias tóxicas al medio. Las fuentes potenciales de contaminación de los cultivos de 
plantas in vitro son el tejido vegetal, los instrumentos, el medio de cultivo, el 
medioambiente del área de transferencia, los técnicos y la sala de incubación. [75]  

El proceso de esterilización puede variar entre temporadas debido a que las 
poblaciones microbianas dependen de éstas. Los agentes más comúnmente usados en la 
higienización de explantes son hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio. El hipoclorito 
de sodio se encuentra disponible como un desinfectante comercial, Clorox® [75]. Por 
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ejemplo, para la desinfección superficial de brotes apicales de Vaccinium meridionale 
[76], estos se sumergen en agua destilada más Tween 20 (0,2% v/v) durante 5 minutos 
con agitación continua, seguido de una inmersión en CaOCl2 al 7% (p/v) durante 20 
minutos para finalizar con tres enjuagues consecutivos con agua destilada estéril durante 
5 minutos cada uno. 

 

1.6.2 Cultivo de callos vegetales 

Teóricamente todas las células vegetales son capaces de regenerar una planta 
completa, este fenómeno se denomina totipotencialidad. Asimismo, una de las principales 
características de las células de plantas es su gran plasticidad frente a la diferenciación 
celular. De modo natural las plantas son capaces de generar masas de células 
desorganizadas, llamados callos o tumores, en respuesta a factores de estrés, como heridas 
o infecciones por patógenos. Los callos pueden producirse a partir de sólo una célula 
diferenciada y muchas de sus células son totipotentes. Sin embargo, se sabe que estas 
estructuras son muy diversas y pueden ser clasificados en subgrupos dependiendo de sus 
características macroscópicas. Por ejemplo, los callos que no presentan regeneración de 
ningún órgano típicamente se clasifican en friables (se desmenuzan fácilmente) o 
compactos (Figura 10 (a)), en cambio, aquellos callos que presentan regeneración de algún 
órgano son llamados “rooty”, “shooty” o embriogénicos (Figura 10 (b)), dependiendo del 
órgano que regeneren. Por lo tanto, el término callo abarca células con diferentes grados 
de diferenciación [77].  

Luego del descubrimiento de que los callos se pueden generar artificialmente de 
manera in vitro y que la razón entre dos fitohormonas, auxina y citoquinina, determina 
su estado de diferenciación o desdiferenciación, estas estructuras han sido ampliamente 
utilizadas tanto en investigación como en aplicaciones industriales [77].  

La aplicación exógena de auxina y citoquinina induce callogénesis en varias 
especies de plantas. A modo general, una razón intermedia de auxina y citoquinina 
promueve la inducción callogénica, mientras que una elevada proporción auxina-
citoquinina o citoquinina-auxina induce la formación de raíces y hojas, respectivamente 
[75].          

 La edad y estado fisiológico de la planta madre puede afectar la formación de los 
callos, siendo esencial que el material del explante sea saludable y de crecimiento 
vigoroso. Debido a lo anterior, usualmente se utilizan explantes provenientes de plantas 
jóvenes germinadas de manera in vitro para llevar a cabo la inducción callogénica. 
Además, los callos pueden ser inducidos a partir de diferentes explantes, como hojas, 
raíces, tallos o embriones; sin embargo, los explantes más apropiados son aquéllos que 
contengan células mitóticamente activas. El tamaño y forma del explante inicial no es un 
factor crítico, sin embargo la proliferación puede que no ocurra con explantes por debajo 
de un tamaño crítico. En general, fragmentos más grandes de tejido son apropiados 
debido al mayor número de células presentes, que incrementan la posibilidad de obtener 
un cultivo viable [75]. 

 Diferentes plantas requieren diferentes nutrientes, por lo tanto, los callos derivados 
de ellas también demandan diferentes requerimientos nutricionales. Generalmente, los 
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medios de cultivos se componen de elementos orgánicos e inorgánicos junto con una 
fuente de carbono y reguladores del crecimiento apropiados. Los reguladores del 
crecimiento son cruciales en la inducción y mantenimiento de los callos, sin embargo, 
algunos callos se habitúan a ellos y no requieren de su adición constante para su 
mantenimiento y crecimiento. Normalmente, los callos iniciados a partir de un mismo 
explante pueden crecer en el mismo medio de cultivo. El medio de cultivo y fitohormonas 
adecuadas para la iniciación y mantenimiento de los callos sólo puede ser obtenido a 
través de prueba y error [75]. 

 En el caso del cultivo de callos de Aristotelia chilensis, existen escasos estudios al 
respecto. En un estudio de Céspedes et al. (1995) se indica que la combinación adecuada 
para la inducción callogénica a partir de explantes foliares y yemas apicales de maqui es 
de AIA a 0,5 [mg/L] y BAP a 0,1 [mg/L] [78].   

 

(a) (b) 

   

Callo friable Callo shooty Callo embriogénico 

 
 

Callo compacto Callo rooty 
  

Figura 10: Ilustraciones esquemáticas de diferentes tipos de callos de plantas (a) Callos sin regeneración 
de órganos (b) Callos son regeneración parcial de órganos [77]. 

 
 

1.6.2.1 Curva de crecimiento callogénico 

La tasa de crecimiento de los tejidos callosos se asemeja en muchos aspectos a la 
curva sigmoidea que presentan muchos organismos unicelulares. Usualmente la curva de 
crecimiento presenta cinco etapas, como se muestra en la Figura 11. El comportamiento de 
las células de los callos es diferente durante cada etapa del crecimiento. El medio de 
cultivo también influencia en el tiempo en el que el callo permanece en una etapa 
particular [79]. 

La mayor cantidad de células en mitosis se observa durante la fase exponencial de 
crecimiento (etapa 2). En cambio, el desarrollo y crecimiento celular es mayor durante la 
etapa lineal (etapa 3). Una vez que el cultivo se adentra en la etapa 4, de desaceleración 
del crecimiento, debe ser subcultivado a medio fresco. Además, si se desea examinar la 

Callos sin regeneración de 
órganos 

Callos con regeneración 
parcial de órganos 
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producción de metabolitos secundarios, es necesario determinar la etapa del crecimiento 
en donde la producción del metabolito deseado es mayor [79].  

Cabe destacar, que la desaceleración del crecimiento se debe a diferentes factores, 
como el agotamiento de los nutrientes, secado del agar, síntesis de productos tóxicos y el 
agotamiento del oxígeno en el interior de los callos. Generalmente, solo se subcultivan los 
fragmentos de tejido visiblemente saludables [79].   

   

 

Figura 11: Curva de crecimiento característica de los tejidos callosos: (1) Etapa lag en donde la células se 
adaptan al medio; (2) Periodo de crecimiento exponencial en donde la división celular es máxima; (3) Etapa 
de crecimiento lineal en donde la división celular se vuelve más lenta y las células crecen; (4) Periodo de 
desaceleración del crecimiento; (5) Etapa estacionaria en donde el número de células es constante. 

 

1.6.3 Cultivos de células vegetales en suspensión 

Un cultivo de células vegetales en suspensión está compuesto de células 
individuales y agregados celulares de menor y mayor tamaño, dispersos en un medio de 
cultivo líquido que crecen bajo condiciones de agitación y aireación [80]. Los cultivos en 
suspensión se originan a partir de un “evento crítico y azaroso”, que ocurre durante la 
exposición temprana de las células al medio líquido. Estas células que atraviesan una 
transición en su metabolismo y en su tasa de crecimiento generan una línea celular. 
Algunas de las características de estas líneas celulares son: un elevado nivel de 
disgregación celular, morfología celular homogénea, tiempos de duplicación entre 24-72 
hr, pérdida de la totipotencialidad y habituación hormonal. [81]. 

Los cultivos celulares en suspensión se inician transfiriendo fragmentos de callos 
friables indiferenciados a un medio líquido de la misma composición que el medio sólido 
utilizado para el crecimiento del tejido calloso. El cultivo debe ser agitado en un agitador 
orbital entre un rango de 90 y 150 rpm con el objetivo de airear el cultivo y dispersar sus 
células. Además, el volumen del medio líquido en relación al tamaño del matraz utilizado 
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es importante para una adecuada aireación. Es por eso que el medio debe ocupar cerca de 
un 20% del volumen total del matraz [75] [81].  

Cabe destacar que no existe ningún cultivo en suspensión compuesto sólo de células 
individuales y que la formación de una buena suspensión, es decir, un cultivo compuesto 
de un elevado porcentaje de células individuales y pequeños agregados celulares, es 
mucho más complejo que encontrar las condiciones ambientales óptimas para la 
disgregación de las células. No existe un procedimiento estándar que pueda ser 
recomendado para iniciar un cultivo de células en suspensión a partir de callos, por lo que 
las condiciones apropiadas son en gran medida determinadas mediante prueba y error 
[81] [75]. 

La iniciación de un cultivo en suspensión requiere de una gran masa de callo que 
sirva como inóculo, aproximadamente 2-3 g para 100 ml de medio. La curva de 
crecimiento de los cultivos en suspensión es similar a la descrita anteriormente para el 
crecimiento de los tejidos callosos (ver Figura 11). Asimismo, para mantener la viabilidad 
de las células, éstas deben ser subcultivadas durante el comienzo de la etapa estacionaria, 
preferentemente en la etapa de desaceleración del crecimiento [81].  

 

1.6.4 Producción de antocianinas por medio de cultivos in vitro 

Las plantas son una fuente importante de metabolitos secundarios, muchos de los 
cuales han sido utilizados a lo largo de la historia como drogas, pesticidas, pigmentos, 
saborizantes y fragancias. Sin embargo, una de las principales limitantes en la utilización 
de cultivos de plantas como fuente de estos metabolitos, es la capacidad de asegurar el 
suministro constante y eficiente de éstos.  Lo anterior se debe a que los rendimientos de 
estos cultivos se ven afectados por diferentes factores, como el trasfondo genético, la 
localización geográfica, las condiciones edáficas y climáticas de la zona de cultivo, 
combinadas con los potenciales efectos de los métodos de cosecha y transporte. La 
utilización de cultivos de tejidos o células vegetales para la producción de metabolitos 
secundarios ha sido propuesta como una alternativa a la agricultura convencional, debido 
a la posibilidad de controlar la calidad y cantidad del compuesto de interés que se produce, 
por medio del control de los factores que afectan su síntesis o acumulación. Recientes 
avances en el campo de la biotecnología vuelven más posible la utilización a gran escala 
de los cultivos de células o tejidos vegetales para la producción de metabolitos secundarios 
de elevado valor económico [82]. 

Un candidato de gran interés para su producción por medio del cultivo de células o 
tejidos vegetales son las antocianinas. Actualmente, a pesar de su gran utilidad económica, 
la utilización comercial de estos compuestos se ve impedida debido al gran número de 
factores que afectan su estabilidad, en adición a la escasez en la disponibilidad de materias 
primas que produzcan estos metabolitos en cantidad y calidad adecuada [83].  

Un requerimiento importante para la producción a gran escala de metabolitos 
secundarios en condiciones in vitro, es el entendimiento de sus rutas metabólicas. En este 
aspecto las antocianinas son destacadas, dado que su vía metabólica es una de las más 
estudiadas. Diversos estudios señalan que la producción de antocianinas en cultivos de 
callos se caracteriza en una primera instancia por la aparición de manchas de color rojo o 
rosado en la superficie del callo. La aislación y subcultivo repetido de las células que 



 

32 
 

producen el pigmento puede generar un incremento progresivo en la inducción de la 
pigmentación [84].  

En la mayoría de los sistemas de cultivo in vitro, la acumulación de biomasa y la 
síntesis de metabolitos secundarios requieren de diferentes condiciones tanto físicas como 
químicas, lo que limita la eficiencia de estos sistemas para su uso comercial. Sin embargo, 
se han desarrollado sistemas in vitro de callos y de suspensiones celulares que proveen 
una elevada acumulación de biomasa y de producción de metabolitos en un solo régimen 
de cultivo, como por ejemplo los callos y suspensiones celulares de Cleome rosea [84]. En 
general, diversos estudios biotecnológicos han explorado la influencia de diversos factores 
en la producción de antocianinas y muchas metodologías han sido aplicadas con el 
objetivo de incrementar su productividad. [83] 

 

1.6.4.1 Factores que afectan la producción in-vitro de antocianinas. 

Condiciones físicas 

En general, la acumulación de antocianinas ocurre como respuesta a la exposición 
prolongada a la luz. La luz activa diferentes enzimas envueltas en la biosíntesis de estos 
pigmentos, especialmente la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y la chalcona sintasa [85] 
[86]. Además, diversos estudios han demostrado que la irradiación con luz también 
influencia la producción de antocianinas en sistemas de cultivo in vitro [83]. 

Si bien la luz es considerada un agente de control importante en la biosíntesis de 
antocianinas, existen líneas celulares establecidas a partir de especies vegetales que 
producen antocianinas en condiciones de oscuridad [87] [88] [89] [90], lo cual es 
económicamente beneficioso. Sin embargo, cabe destacar que los cultivos establecidos 
bajo condiciones de oscuridad pueden resultar muy inestables y susceptibles a necrosis 
[83]. 

Otro factor que afecta la producción in vitro de estos pigmentos es la temperatura. 
Cabe destacar que este factor depende de la especie vegetal, por ejemplo, en cultivos de 
callos de Cleome rosea la máxima producción de antocianinas se obtuvo a una 
temperatura de 24±2°C [84], mientras que en cultivos de callos de Daucus carota la 
máxima producción de antocianinas se logró a los 30°C [91]. 

La acumulación de antocianinas en los cultivos celulares también se ve influenciada 
por el pH del medio. Elevados niveles de pH en el medio de cultivo pueden incrementar 
la actividad de la enzima PAL y, por ende, la acumulación de antocianinas [92] [93]. 

 

Factores químicos 

La modificación de los nutrientes en el medio de los cultivos de células vegetales es 
una estrategia eficiente para la inducción de metabolitos secundarios en condiciones in 
vitro. Por ejemplo, la naturaleza y concentración del azúcar agregado al medio de cultivo 
tiene grandes efectos en la acumulación de los pigmentos. A pesar de que los azúcares son 
utilizados solo como fuente de carbono, ellos también actúan como agentes osmóticos 
cuando se presentan en concentraciones elevadas.  La sacarosa es el azúcar más 
frecuentemente utilizado en los cultivos in vitro y su influencia en la síntesis de 
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antocianinas está muy estudiada [84] [87] [94] [95] [96]. Sin embargo, también se ha 
estudiado la influencia de otros azúcares, como por ejemplo, en cultivos de callos de Aralia 
cordata, la fructosa resultó ser el azúcar más eficiente en la acumulación de antocianinas 
en los tejidos [97]. 

Otra estrategia utilizada para suscitar la síntesis de antocianinas en cultivos in vitro 
es la restricción nutricional. En general, la reducción de algún nutriente promueve la 
síntesis de metabolitos secundarios, pero con limitaciones en el crecimiento del cultivo 
[98]. Este fenómeno se debe a que frente al déficit de nutrientes, principalmente 
nitrógeno, fósforo y azufre, las plantas producen antocianinas para evitar la 
sobreacumulación de carbohidratos en los tejidos con el objetivo de prevenir desórdenes 
fisiológicos [99].  

En el caso de los reguladores del crecimiento, su efecto es variable según la especie 
vegetal. Por ejemplo, en cultivos de callos de Glehnia littoralis mantenidos con la 
hormona auxina NAA, se logró un aumento de hasta el doble en la producción de 
antocianinas en comparación con los resultados obtenidos con la auxina 2,4-D o IAA [97]. 
En cambio, en cultivos de callos de Oxalis linearis, la presencia de NAA reprimió la 
síntesis de antocianinas [100]. Por otro lado, en callos de Camptotheca acuminata, el 
contenido de antocianinas fue mucho mayor en la presencia de kinetina (KIN), en 
comparación a la hormona BAP [101]. En contraste, la máxima productividad de 
antocianinas en callos de Daucus carota fue observada en la presencia de NAA y KIN [91]. 

En el caso de la hormona 2,4-D, algunos autores mantienen que la presencia de 
esta auxina inhibe la producción de variados metabolitos secundarios, incluyendo 
antocianinas [98] [102]. Sin embargo, la suplementación con este regulador del 
crecimiento parece ser esencial para el crecimiento de la biomasa de los tejidos callosos 
así como también en la producción de antocianinas en callos de diversas especies, como 
Fragaria ananassa [103], Ipomoea batatas [104], Daucus carota [105] y Cleome rosea 
[84]. La regulación en la síntesis de antocianinas por medio de 2,4-D fue estudiada en 
suspensiones celulares de zanahoria, indicando que existen dos genes de PAL, uno de los 
cuales es inducido específicamente en la presencia de 2,4-D, mientras que el otro es 
activado rápidamente por condiciones de stress [106]. 

Si bien la manipulación de estímulos individuales ha sido efectiva para la inducción 
de antocianinas, una de las estrategias más eficientes para el incremento en sus niveles de 
biosíntesis es el desarrollo de un proceso integrado que combine el efecto de varios 
sistemas y estrategias de mejora [83]. 

Otro aspecto importante a considerar en el uso de tecnologías in vitro es la 
producción de antocianinas que usualmente no se encuentran en las plantas cultivadas de 
modo convencional. Por ejemplo, cultivos de callos de Vitis sp. producen cianidina y 
peonidina, mientras que su pericarpio intacto contiene malvidina y peonidina [107]. 
Además, en callos derivados de hojas de Cleome resea obtenidos en medio suplementado 
con 2,4-D, se identificaron dos peonidinas, mientras en las hojas solo se detectaron 
cianidinas; esto se puede deber a una posible bioconversión de la cianidina a peonidina 
por medio de la metilación del anillo B de la aglicona [84]. En adición al análisis 
cualitativo, se ha evaluado la estabilidad de la composición de antocianinas bajo 
condiciones in vitro en cultivos de callos y suspensiones celulares de Ajuga reptans 
durante un lapso de 5 años. Si bien ninguna clase nueva de antocianinas fue detectada, se 
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encontraron diferencias cuantitativas entre los pigmentos producidos, con una 
disminución de las delfinidinas a lo largo del tiempo [108]. 

 

Elicitación  

Una herramienta biotecnológica útil para aumentar la producción de metabolitos 
secundarios bajo condiciones in vitro es la elicitación. Los elicitores son productos 
químicos o biofactores de variadas fuentes, que pueden desencadenar una respuesta en 
organismos vivos que puede resultar en la acumulación de metabolitos secundarios. Los 
elicitores pueden ser abióticos, como iones metálicos, compuestos inorgánicos y radiación 
UV, o bióticos, obtenidos a partir de hongos, bacterias o virus [109] [110].  

En particular, la elicitación ha sido aplicada eficientemente en la producción de 
antocianinas. Los elicitores más utilizados son metil jasmonato [111] [112], ácido 
jasmónico [113], ácido abscísico [114], ácido salicílico [115] e iones inorgánicos [116]. El 
realce en la síntesis de antocianinas también ha sido reportado en la presencia de 
ficocianina, fluridona, etileno, β-glucano, quitosano, riboflavina (vitamina B2) y 
exposición a la luz UV [83]. 

La eficiencia del proceso de elicitación depende del tipo de planta, de la fuente de 
explante, del tiempo de contacto y la concentración del elicitor. Existen estudios que 
indican que el uso simultáneo de ácido jasmónico y luz en cultivos en suspensión de Vitis 
vinífera resulta en un significativo realce sinérgico en la acumulación de antocianinas, que 
es notoriamente mayor que la suma de los incrementos en la producción de antocianinas 
en ambos tratamientos por separado [113]. Sin embargo, se ha identificado que la 
utilización de ácido jasmónico en cultivos de callos de Vitis vinífera puede limitar la 
proliferación celular [117], así como la utilización de metil jasmonato en cultivos en 
suspensión de Ipomoea batatas induce cambios significativos en la composición de las 
antocianinas, promoviendo la síntesis de antocianinas con estructuras moleculares más 
complejas, como compuestos di-acetilados [118].  

 

Precursores 

La adición de precursores al medio de cultivo también se considera una estrategia 
eficiente para aumentar la producción de metabolitos secundarios en los cultivos de 
células vegetales, debido a que la suplementación del medio de cultivo con un 
intermediario de una ruta biosintética presenta una buena oportunidad de aumentar el 
rendimiento del producto final [119]. Esta estrategia ha sido utilizada para aumentar la 
producción de antocianinas en cultivos celulares de diversas especies [120] [121]. Los 
precursores más utilizados para la síntesis de antocianinas son derivados del ácido 
cinámico, tal como ácido sinápico y L-fenilalanina (Phe), siendo este último más 
económico y efectivo para la acumulación de antocianinas [83].       

 

Fases de crecimiento del cultivo y agregación celular 

Un aspecto a considerar cuando los cultivos celulares se utilizan como productores 
de antocianinas es la influencia de las fases de crecimiento del cultivo así como el grado 
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de agregación celular en la producción del pigmento. En variados cultivos celulares, la 
producción de metabolitos secundarios comienza cuando el cultivo se traslada desde la 
fase exponencial a la fase estacionaria [83]. 

En cuanto a la agregación celular, esta se relaciona con diversos parámetros y 
usualmente determina el perfil de la producción de metabolitos. Diversos estudios han 
demostrado que el nivel de agregación celular de cultivos de células en suspensión 
influencia la producción de metabolitos secundarios [122]. En suspensiones celulares de 
Daucus carota, el contenido de antocianinas evidenció un aumento en tamaños de 
agregados celulares entre 500-850 µm, disminuyendo significativamente cuando los 
agregados alcanzaron mayores diámetros [123]. El aumento del tamaño de los agregados 
puede causar falta de luz en el centro del agregado, restricción del suministro de oxígeno, 
exposición diferencial a factores microambientales y gradientes de concentración locales 
que pueden alterar el crecimiento celular y la producción de pigmentos [124]. 

 

 Descripción del proyecto y motivación 

Hoy en día, se ofrecen productos basados en extractos concentrados de maqui en 
mercados nacionales e internacionales, lo cual ha comenzado a generar una mayor 
demanda por materia prima para abastecer la gran industria. Sin embargo, la producción 
sustentable de frutos de maqui se encuentra limitada por su escasa producción frutícola, 
basada principalmente, hasta el día de hoy, en la recolección del fruto desde árboles en 
condiciones silvestres, actividad que resulta dañina para el bosque nativo ya que 
disminuye la disponibilidad de semillas para la regeneración del bosque. 

Según información otorgada por la empresa Maqui New Life, actualmente en Chile 
se recolectan aproximadamente 170 toneladas de maqui al año, con un potencial de 
biomasa máximo de 400 toneladas para temporadas donde el clima es favorable. Se espera 
que para el 2020 la demanda aumente a 600-800 toneladas por año, lo cual representa 
un gran desafío y una oportunidad para desarrollar nuevas estrategias tecnológicas que 
permitan producir mayor cantidad de delfinidinas de maqui, con el objetivo de abastecer 
la gran industria nutracéutica.  

Actualmente, en un trabajo del Centro de Genómica y Bioinformática de la 
Universidad Mayor, se ha logrado describir los genes involucrados en la biosíntesis y 
regulación de la producción de delfinidinas en la planta, y además, se han identificado los 
promotores que regulan dicha síntesis. Estos resultados han ayudado a comprender la 
producción de delfinidinas por parte de A. chilensis, lo cual permitiría ayudar a generar 
una estrategia para potenciar la síntesis de dichas moléculas a través de herramientas 
biotecnológicas.  

El cultivo de células vegetales ha surgido como una alternativa para la obtención de 
metabolitos de alto valor agregado, producidos en las plantas en bajas concentraciones, y 
para los cuales no existen procesos de síntesis química conocidos. En el presente caso, las 
delfinidinas de maqui son metabolitos de gran interés económico debido a sus potenciales 
beneficios en la salud humana. Cabe destacar que las delfinidinas no son posibles de 
sintetizar químicamente debido a su variabilidad de estructuras y niveles de glicosilación.  
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El presente trabajo de titulación consiste en la generación de una estrategia factible 
para la producción a escala de laboratorio de extractos ricos en delfinidinas de Aristotelia 
chilensis por medio del cultivo de tejidos callosos y de células vegetales en suspensión. 

En particular, la estrategia empleada en el presente estudio para la producción de 
delfinidinas de maqui, tiene ventajas comparativas en relación a otras tecnologías 
existentes. Una de estas ventajas es que se potencian las cualidades naturales de la planta 
sin modificarla genéticamente, lo cual permite abarcar el segmento de mercado en donde 
las personas presentan interés por los alimentos nutracéuticos pero al mismo tiempo  
muestran aversión a los alimentos transgénicos. 

El desarrollo del trabajo espera contribuir en un futuro a la superación de la escasez 
de materia prima, y con ello suplir la demanda creciente de extractos ricos en delfinidinas 
de A. chilensis de la industria de alimentos nutracéuticos y, posiblemente, la industria 
farmacéutica, entregando un producto de calidad y cuya concentración de antocianinas se 
encuentre estandarizada. 

Cabe destacar que el trabajo de título se enmarca dentro de una iniciativa CORFO 
I+D línea 2 del Centro de Genómica y Bioinformática de la Universidad Mayor en conjunto 
con la empresa Maqui New Life. 
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2. Objetivos 
 
 Objetivo General 

El objetivo general del presente trabajo de título es desarrollar una estrategia para 
la producción de extractos ricos en antocianinas a partir de cultivos celulares de 
Aristotelia chilensis (maqui), para su uso en la industria nutracéutica. 

 

 Objetivos Específicos 

Los objetivos específicos del presente trabajo de título se describen a continuación: 

• Establecimiento de cultivos in vitro de plantas de Aristotelia chilensis para su 
posterior micropropagación. 
 

• Inducción de callogénesis a partir de diferentes explantes de Aristotelia chilensis y 
caracterización de su crecimiento y mantenimiento. 
 

• Estandarización del crecimiento de cultivos de células en suspensión a partir de 
callos de Aristotelia chilensis, y caracterización de su crecimiento y 
mantenimiento. 

 
• Inducción de la producción de antocianinas en cultivos de tejidos o células in vitro 

de Aristotelia chilensis por medio de  elicitación con luz y fitohormonas.  
 

• Comparación de las condiciones estudiadas de producción de antocianinas a partir 
de cultivos celulares de Aristotelia chilensis. 

 

  Alcances del estudio 

Con el desarrollo del presente trabajo de título, se espera establecer cultivos in vitro 
de callos y de células en suspensión de Aristotelia chilensis, inducir la síntesis de 
antocianinas por medio de diferentes elicitores, y finalmente, comparar las condiciones 
de producción de estos pigmentos bajo las diferentes condiciones de elicitación 
implementadas.  

Para conseguir lo anterior, en una primera etapa se introducirán plantas de maqui 
in vitro, para su posterior micropropagación. La finalidad de esto, es contar con material 
inicial estéril para realizar inducción callogénica a partir de hojas y otros explantes de la 
planta. 

Una vez que se cuente con plantas de maqui in vitro, se procederá a inducir 
callogénesis a partir de diferentes explantes por medio de la utilización de diversos 
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reguladores del crecimiento, o fitohormonas. Una vez se haya encontrado una 
combinación y concentración hormonal que induzca callogénesis, se procederá a 
subcultivar y mantener los callos, así como también a medir su curva de crecimiento.    

Luego de obtener una línea callogénica relativamente estable, se procederá a 
generar cultivos de células vegetales en suspensión utilizando las mismas 
concentraciones, razones y combinaciones hormonales que el medio de cultivo utilizado 
para los callos. Asimismo, se espera medir la curva de crecimiento de los cultivos con la 
finalidad de identificar el punto adecuado en donde añadir el inductor de la producción 
de antocianinas. 

Posteriormente, se pretende inducir la síntesis de antocianinas a través de la 
adición de diferentes elicitores al medio de cultivo, como por ejemplo, metil jasmonato, 
ácido abscísico, luz o alguna combinación hormonal adecuada. Luego, las diferentes 
muestras obtenidas serán enviadas a un laboratorio externo (Glu Chile) para el estudio de 
su contenido de antocianinas.      

El presente estudio pretende entregar una alternativa factible para la futura 
producción a gran escala de concentrados de Aristotelia chilensis ricos en delfinidinas, y 
cuya concentración de esta clase de pigmentos se encuentre estandarizada. De este modo, 
se espera suplir la demanda creciente de extractos de maqui por parte de la industria de 
alimentos nutracéuticos. 

Finalmente, resulta necesario destacar que el estudio se realizará a escala de 
laboratorio, por lo que la optimización de las condiciones de cultivo y elicitación, y su 
posible escalamiento a nivel industrial, quedan propuestos para trabajos posteriores.   
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3.  Metodología 
 

Para el estudio de la producción de antocianinas de Aristotelia chilensis en 
biorreactores, se ejecutó una serie de pasos cuya finalidad fue la de obtener cultivos de 
células de maqui en suspensión, para posteriormente inducir la producción de 
antocianinas. En un comienzo se introdujo plantas de maqui in vitro, para luego inducir 
callogénesis a partir de hojas, cotiledones y semillas de la planta. Una vez obtenida la masa 
callogénica suficiente, se traspasó a medio de cultivo líquido, en donde las células 
vegetales fueron disgregadas por medio de agitación para la formación del cultivo en 
suspensión. Luego, por medio de diversos elicitores, se procedió a inducir en los cultivos 
la producción de antocianinas. Por último, diversas muestras fueron enviadas al 
Laboratorio Glu Chile para llevar a cabo el análisis y cuantificación de su contenido de 
antocianinas. En la Figura 12 se presenta un resumen de la metodología utilizada.  

Los distintos ensayos se llevaron a cabo entre los meses de Enero y Agosto del año 
2014, en el Centro de Genómica y Bioinformática de la Universidad Mayor.  

 

 

Figura 12: Esquema del procedimiento llevado a cabo para la iniciación, mantenimiento e inducción de la 
síntesis de antocianinas en  cultivos celulares de A. chilensis. Las cajas coloreadas corresponden a las etapas 
claves en el estudio. 

Selección de explantes 

Higienización de explantes

Introducción in vitro de explantes

Micropropagación

Selección de explantes de cultivo in vitro

Cortar y situar explantes en medio inductor de callogénesis

Cultivo de callos

Cortar y situar callos en medio líquido

Cultivo de células en suspensión

Elicitación para la producción de antocianinas
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 Materiales y Equipos 

Los explantes de maqui utilizados inicialmente durante esta investigación fueron 
proporcionados por la empresa Maqui New Life, provenientes de diferentes plantaciones 
ubicadas a lo largo del Sur del País, principalmente la Región de Los Lagos, Chile. En 
adición, se recolectaron muestras de ramas y frutos personalmente en la ciudad de 
Valdivia, Región de Los Ríos. Todas las muestras fueron recolectadas entre los meses de 
Enero y Febrero del 2014. 

Las semillas utilizadas fueron extraídas a partir de los frutos recolectados, se 
limpiaron con agua potable, se secaron y se almacenaron en un lugar seco para servir de 
material inicial en los experimentos.  

A continuación se indican los reactivos necesarios para la realización de los diversos 
experimentos llevados a cabo a lo largo del estudio: 

• Para la higienización de semillas y explantes: Detergente Tween® 20, etanol 70% 
e Hipoclorito de Sodio. 
• Medios de cultivo para plantas 

o Murashige & Skoog con vitaminas de PhytoTechnology Laboratory ® 
o Gamborg B-5 de PhytoTechnology Laboratory ® 

• Sacarosa de PhytoTechnology Laboratory ® 
• Agar para micropropagación de PhytoTechnology Laboratory ® 
• Carbón activado granulado de PhytoTechnology Laboratory ® 
• Ácido cítrico de Merck ® 
• Fitohormonas de PhytoTechnology Laboratory ® 

o Auxinas: Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), Ácido 1-Naftalenacético 
(ANA), Ácido 3-Indolacético (AIA). 

o Citoquininas: Kinetina, 6-Bencilaminopurina (6-BAP). 
• Elicitores 

o Metil Jasmonato de Sigma Aldrich ® 
o Ácido Abscísico de Sigma Aldrich ® 

Los equipos requeridos para los experimentos realizados fueron los siguientes: 

• Centrífuga marca Eppendorf, modelo 5804-R. 
• Estufa a 45°C marca Binder, modelo redline. 
• pHímetro marca Hanna instruments, modelo pH211. 
• Cámara de cultivo con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. 
• Agitador marca Lab companion, modelo SI-300. 

 Además, fue necesario contar con materiales de laboratorio tales como 
pinzas para manejo vegetal, porta bisturíes, bisturíes, papel filtro autoclavado, 
micropipetas, puntas con y sin filtro, frascos para micropropagación, matraces de 
vidrio de 250 [ml] con tres deflectores en su base, placas Petri desechables, etc.    
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 Diseño Experimental 

A continuación se detalla la metodología de los experimentos llevados a cabo para el 
desarrollo del trabajo de título. 

 

3.2.1 Establecimientos de cultivos in vitro de plantas de maqui  

Para el establecimiento de cultivos de plantas de maqui in vitro se llevó a cabo dos 
rutas experimentales. Una de ellas utilizó estacas de plantas silvestres de maqui y la otra 
utilizó embriones cigóticos extraídos a partir de semillas de la planta. 

A partir de las ramas de maqui recolectadas, se seleccionó aquéllas que presentaron 
las mejores características fenotípicas, es decir, aquellas ramas jóvenes con menor daño, 
sin señales de infección por ningún tipo de microrganismo o virus, que contaran con la 
mayor cantidad de brotes o yemas axiales y apicales y que estuviesen verdes para una 
menor cantidad de fenoles (los fenoles le otorgan una coloración rojiza a hojas, peciolos y 
tallos). Luego, las hojas fueron escindidas y las ramas fueron cortadas de modo diagonal 
en la base en segmentos de 2 cm de largo aproximadamente (estacas). Se cortaron 38 
estacas que contuvieran yemas apicales y/o axiales y 16 estacas sin ellas.  

Posteriormente, las estacas fueron sometidas a una serie de etapas que se  
describen a continuación: 

 

3.2.1.1  Higienización de Explantes 

Las estacas fueron higienizadas mediante dos métodos de limpieza de mayor o 
menor intensidad (Tabla 1). El primer método puesto en práctica se describe a 
continuación: 

1. Se depositó alrededor de cinco explantes en un tubo Falcon de 50 ml. 
2. Se sumergieron en etanol al 70% durante 30 s.  
3. Se eliminó el alcohol y se añadió hipoclorito de sodio al 7% (v/v) durante 10 min. 
4. Se realizó 3 lavados en agua MilliQ estéril de 5 min cada uno. 

El segundo método de higienización puesto en marcha fue obtenido a partir de 
literatura [76], cabe destacar que el protocolo fue levemente modificado añadiendo una 
etapa de lavado en etanol 70%: 

1. En primera instancia se realizó un enjuague en agua destilada más detergente 
Tween® 20 (0,1% v/v)  durante 5 [min] manteniendo agitación constante. 

2. Luego, se realizó una inmersión en etanol 70% durante 30 [s]. 
3. Se eliminó el alcohol y se añadió una solución de hipoclorito de sodio 7% (v/v) 

durante 20 [min].  
4. Finalmente, se realizó tres lavados en agua MilliQ estéril durante 5 [min] cada uno. 

Cabe mencionar que todos los pasos mencionados anteriormente se realizaron en 
campana de flujo laminar, la cual fue previamente esterilizada por medio de la aplicación 
de radiación ultravioleta (UV) durante 15 min.  
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Tabla 1: Tratamientos de desinfección para explantes de A. chilensis. 

Ensayo 
Tween® 20 Etanol 

Hipoclorito de Sodio 
(NaClO) 

(v/v) % Tiempo [min] (v/v) % Tiempo [s] (v/v) % Tiempo [min] 
L1 0 0 70 30 7 10 
L2 0,1 5 70 30 7 20 

 

3.2.1.2  Preparación de medios de cultivo sólidos para micropropagación 

Para establecer un protocolo para la síntesis del medio de cultivo adecuado para el 
crecimiento de maqui in vitro, se realizó una investigación bibliográfica destinada a la 
búsqueda de protocolos para la micropropagación tanto de maqui como de otras plantas 
leñosas, como vitis, arándanos y otras berries. Se identificó, que el medio más utilizado 
para el crecimiento de plantas in vitro corresponde al medio Murashige & Skoog (MS). 

De acuerdo a lo anterior, se estableció tres medios de cultivo a experimentar para 
el crecimiento de maqui: uno sólo con MS, otro con MS y carbón activado y otro con MS, 
carbón activado y ácido cítrico. El protocolo para la síntesis del medio MS basal fue el 
siguiente: 

1. Para 1 L de medio de cultivo se pesaron 4,43 g de Medio MS. 
2. Se añadieron 30 g de sacarosa, como fuente de carbono. 
3. Se agregó agua MilliQ hasta completar 1 L. 
4. Se agitó y ajustó pH en un rango de 5,6 – 5,8 con KOH 1 M. 
5. Se pesó 7 g de agar para plantas y se agregó a la mezcla anterior. 
6. Se colocó dentro del microondas a máxima potencia hasta que el agar se derritiera 

completamente y obtuviera una consistencia más o menos translúcida 
(aproximadamente 8 [min])  

7. La mezcla anterior se distribuyó en frascos de micropropagación, depositando 50 
[ml] en cada uno y cubriéndolos con papel de polipropileno transparente para 
facilitar la iluminación directa sobre el material vegetal. 

8. Los frascos con medio fueron autoclavados durante 20 [min] a 120 °C. 

Para los medios de cultivo adicionados con carbón activado se pesaron 2 [g] para 1 
litro de medio y se añadió mezclado con el Agar en el paso número 6. Para el caso de los 
medios con ácido cítrico se pesó 50 [mg] para 1 litro de medio y se añadió antes de ajustar 
pH. 

Para la siembra de los embriones de maqui, se prepararon placas Petri con medio 
de cultivo MS sin antioxidantes. Para esto, se llevó a cabo los pasos 1-5 descritos 
anteriormente. Luego, el medio fue autoclavado y estando aun líquido se depositaron 25 
ml en cada placa, trabajando en campana de flujo laminar. Posteriormente las placas se 
dejaron secar durante 15 min aproximadamente.    

3.2.1.3  Introducción y establecimiento de los explantes. 

 Una vez que los explantes de maqui fueron higienizados, se procedió a introducir las 
estacas. Este trabajo se llevó a cabo bajo campana de flujo laminar previamente 
esterilizada mediante la aplicación de radiación UV. Previamente todo el material 
instrumental fue envuelto en papel kraft y esterilizado en autoclave. Luego, se llevaron a 
cabo los siguientes pasos: 
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1. Los explantes fueron depositados sobre un papel filtro estéril y se dejaron secar 
durante unos minutos. 

2. Con una pinza estéril se tomó un explante y su extremo cortado diagonalmente fue 
enterrado en el medio MS en un frasco para micropropagación. Se repitió este paso  
con el resto de las estacas, introduciendo un total de 54 explantes, 18 en medio MS 
puro, 18 en medio MS adicionado con carbón activado y 18 en medio MS adicionado 
con carbón activado y ácido cítrico. 

3. El frasco se incubó en una cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 
horas oscuridad a 21°C hasta que la planta alcanzó un tamaño adecuando para ser 
micropropagada.  

 

3.2.1.4  Extracción de embriones cigóticos a partir de semillas 

Las semillas de maqui fueron higienizadas por medio del proceso de desinfección 
2 descrito anteriormente en la Tabla 1 de la sección 3.2.1.1. Trabajando siempre en 
campana de flujo laminar previamente esterilizada con radiación UV, se procedió a extraer 
el embrión cortando la cubierta seminal cuidadosamente con un bisturí. Luego, se 
depositó el embrión en una placa Petri con medio MS. Finalmente, la placa con el embrión 
se incubó en la cámara de cultivo con fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas oscuridad a 21 °C. 
Se extrajo un total de aproximadamente 30 embriones destinados a la regeneración de 
plantas en condiciones in vitro. 

Una vez que los embriones germinaron, luego de aproximadamente 15 días, 
aquellas plántulas que no se contaminaron fueron traspasadas a frascos de cultivo más 
grandes con el objetivo de regenerar la planta completa. Este procedimiento se llevó a cabo 
trabajando en campana de flujo laminar previamente desinfectada mediante exposición a 
radiación UV durante 15 minutos. La planta se tomó cuidadosamente utilizando una pinza 
estéril y sus raíces fueron enterradas en el medio de cultivo del frasco. Posteriormente, la 
planta se incubó en la cámara de cultivo hasta que alcanzó un tamaño apropiado para ser 
micropropagada.    

 

3.2.1.5 Micropropagación de cultivos in vitro  

Para llevar a cabo el mantenimiento y micropropagación de las plantas in vitro 
iniciadas a partir de estacas o de embriones, se procedió con el siguiente protocolo: 

1. Trabajando en campana de flujo laminar previamente desinfectada mediante 
radiación UV por 15 min, la planta se extrajo del frasco y luego se depositó sobre un 
papel filtro estéril. 

2. Con la ayuda de una pinza y bisturí estériles, se escindieron las hojas y se cortaron 
segmentos de aproximadamente 1,5 cm que contuvieran 1 o 2 segmentos nodales. 

3. Los segmentos nodales se colocaron en nuevos frascos con medio de multiplicación 
y se incubaron en la cámara de cultivo hasta que nuevamente alcanzaran un tamaño 
adecuado para ser micropropagados, aproximadamente cada 5 semanas. 
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3.2.2  Callogénesis a partir de explantes de maqui 

Luego de seleccionar el método de desinfección más efectivo y haber introducido 
las estacas y embriones de maqui, se procedió a experimentar diferentes medios de cultivo 
con diversas dosis y combinación de fitohormonas para la inducción callogénica. Para 
llevar a cabo la inducción se utilizaron explantes de embrión, cotiledón y hoja. En la Tabla 
2 se detallan los medios de cultivo y dosis de fitohormonas utilizadas para los diferentes 
tratamientos y las referencias de donde se obtuvieron dichas combinaciones. 
Posteriormente, una vez establecidas las líneas callogénicas, se procedió a evaluar la 
proliferación celular de éstas, subcultivándolas en medios de cultivo con combinaciones 
hormonales diferentes a las originales. 

3.2.2.1 Preparación de medios de cultivo sólidos para la inducción 
callogénica 

Para la elaboración de los medios de cultivo se siguió el siguiente procedimiento: 

1. En el caso del medio de cultivo MS, para 1 L se pesaron 4,43 g del medio en polvo. 
2. En el caso del medio de cultivo Gamborg B-5, para 1 L se pesaron 3,21 g de medio. 
3. Para ambos casos se añadió como fuente de carbono 30 g de sacarosa. 
4. Se agregó agua MilliQ hasta completar 1 L o el volumen necesario a preparar. 
5. Se agitó y ajustó pH en un rango de 5,6 – 5,8 con KOH 1 M. 
6. Se pesó 7 g de agar para plantas y se agregó a la mezcla anterior. 
7. La mezcla fue autoclavada durante 20 min a 120 °C. 
8. Luego de ser autoclavada, aún estando líquida, se procedió a suplementar mediante 

micropipeta el volumen necesario de las diferentes fitohormonas que se detallan en 
la Tabla 2. Además, las soluciones stock de los reguladores de crecimiento fueron 
preparadas previamente en relación 1:1 (1 mg/ml) y almacenadas en refrigeración 
a 4 °C.    

3.2.2.2 Inducción callogénica 

Para la siembra de los explantes se procedió con los pasos descritos a continuación. 
Cabe mencionar que siempre se trabajó en campana de flujo laminar previamente 
desinfectada mediante exposición a radiación UV durante 15 minutos.  

1. Embriones: Inicialmente, las semillas de maqui  se desinfectaron mediante el 
proceso L2 detallado en la Tabla 1. Luego, se realizó la extracción del embrión 
siguiendo el protocolo detallado en la sección 3.2.1.4 y se depositó sobre placas con 
tratamiento H1, H2 y H7 (ver Tabla 2). Un ejemplo de lo anterior se puede ver en 
la Figura 13. En total se depositaron 10 embriones para cada tratamiento y se 
incubaron en una cámara de cultivo con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. 
También, se extrajo un total de 50 embriones destinados a la obtención de 
cotiledones para inducir callogénesis a partir de ellos. Estos embriones se 
depositaron en placas con medio 3MS sin tratamiento hormonal. 
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Figura 13: Embriones de A. chilensis luego de su extracción, en placa con tratamiento H4. 

 
2. Cotiledones: Una vez que los embriones sembrados en medio MS sin adición de 

fitohormonas germinaron, los cotiledones fueron cortados transversalmente 
mediante un bisturí estéril y los fragmentos fueron depositados sobre placas con 
tratamiento H3, H4 y H5, un ejemplo de esto se muestra en la Figura 14. Se depositó 
un total de 10 fragmentos de cotiledones para cada tratamiento. La mitad de las 
placas de cada tratamiento se incubaron en una cámara de cultivo con fotoperiodo 
16 horas luz y 8 horas oscuridad a una temperatura de 21°C y la otra mitad fue 
incubada en completa oscuridad.  

 

 

Figura 14: Fragmentos de cotiledón de A. chilensis, en placas con Tratamiento H5. 

 
3. Hojas: Una vez que las estacas y embriones introducidos regeneraron una planta 

de maqui in vitro, se escindieron hojas en condiciones asépticas y se cortaron 
mediante un bisturí estéril en segmentos pequeños de 5 mm por lado 
aproximadamente. Los fragmentos fueron depositados en placas con tratamiento 
H1-H7, depositando un total de 6 trozos de hojas para cada tratamiento, excepto 
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para el tratamiento H4 en donde se depositaron 10 trozos de hoja en total. La mitad 
de las placas de cada tratamiento se incubaron en una cámara de cultivo con 
fotoperiodo 16 h luz y 8 h oscuridad a una temperatura de 21°C y el resto fue 
incubado en completa oscuridad (Ver Figura 15).         

 

Figura 15: Fragmentos de hoja de A. chilensis, en placas con Tratamiento H4. 
 

Cuando la inducción callogénica fue fructífera (ver sección de resultados 4.2.1), 
algunos callos fueron subcultivados (ver protocolo de subcultivo en sección 3.2.2.3) en 
medios de cultivo con diferentes dosis y combinaciones de fitohormonas que las 
originales, específicamente en los tratamientos H4, H8 y H9. Esto se realizó con el objetivo 
de estudiar la proliferación celular de los callos ya establecidos. Todos los callos que fueron 
cambiados de condiciones de crecimiento provenían de callos inducidos mediante los 
tratamientos H2 y H4.    

 
Tabla 2: Medios de cultivo y dosis de reguladores de crecimiento utilizados para la inducción callogénica a 
partir de explantes de A. chilensis. 3MS corresponde a medio Murashige & Skoog con 3% de sacarosa y 3B5 
a medio Gamborg B-5 con 3% de sacarosa. 

Tratamiento 
Medio de 
cultivo 

Reguladores evaluados [mg/L] Sacarosa 
[g/L] 

Referencia BAP AIA KIN NAA 2,4-D 
H1 3MS 0,1 0,5 0 0 0 30 [78] 
H2 3MS 0 0 0,2 0,1 0 30 [125] 
H3 3MS 5 0 0 1 0 30 [126] 
H4 3MS 0 0 1 1 0 30 [126] 
H5 3MS 0 0 0,2 0 1 30 [126] 
H6 3MS 0 0 0 0 2 30 [127] 
H7 3MS 1 0 0 0 0 30 [127] 
H8 3B5 0 0 1 1 0 30 [127] 
H9 3B5 0 0 0 0 2 30 [127] 

 

3.2.2.3 Subcultivo y mantenimiento de callos 

Para efectuar el mantenimiento y subcultivo de las líneas de callos obtenidas, se 
procedió con el siguiente protocolo: 
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1. Trabajando en campana de flujo laminar previamente desinfectada con radiación 
UV durante 15 min, las placas con tejido calloso fueron destapadas y se cortaron 
trozos de aproximadamente 0,5 g sobre un papel filtro estéril con la ayuda de pinzas 
y bisturí asépticos.  

2. Los trozos de masa callosa fueron depositados sobre nuevas placas con medio de 
multiplicación adicionado con los reguladores del crecimiento correspondientes. 
Las placas fueron incubadas en la cámara de cultivo. 

3. El subcultivo se llevó a cabo cada 4 a 5 semanas.  

3.2.2.4 Construcción de curvas de crecimiento de callos 

Para la construcción de las curvas de crecimiento de callos, se evaluó el desarrollo 
de los cuatro tipos de callos que presentaron mejores resultados en cuanto a su velocidad 
de crecimiento (Ver sección de resultados 4.2.2). Para esto, se llevó a cabo el siguiente 
protocolo: 

1. Callos de la misma línea celular y con la misma edad de cultivo fueron divididos en 
18 porciones iguales de aproximadamente 0,1-0,2 g en peso fresco. 

2. El peso exacto de las porciones fue tabulado. 
3. Los callos fueron depositados en placas con medio de cultivo correspondiente. 
4. Cada una semana de cultivo, partiendo desde el día cero, tres callos fueron 

removidos del medio de cultivo y se registró su peso fresco y seco. 
5. Para la medición del peso seco, los callos fueron depositados en una estufa a 45°C 

y su peso fue registrado dos días después de depositados en la estufa. 
6. Se promedió el peso de los tres callos y se calculó su desviación estándar, tanto para 

los valores de peso fresco como los de peso seco. 
7. Los datos fueron registrados para la elaboración de la curva de crecimiento en peso 

fresco y seco. 

 

3.2.3  Cultivos de células en suspensión 

Luego de obtener una línea celular de tejido calloso estable, cuyas características 
morfológicas no variasen de gran manera entre subcultivos y que fueran relativamente 
friables, se procedió a seleccionar aquellas condiciones hormonales que brindaron 
mejores resultados en el crecimiento de los callos (Ver sección de resultados 4.2.2). Luego, 
se elaboraron los medios de cultivos líquidos necesarios y posteriormente se iniciaron los 
cultivos de células en suspensión. 

 

3.2.3.1 Preparación de medios de cultivo líquidos 

Para la elaboración de los medios líquidos para los cultivos de células de A. chilensis 
en suspensión, se procedió con el siguiente protocolo: 

1. Para el caso del medio de cultivo MS, para 1 L se pesaron 4,43 g del medio en polvo. 
2. Para el caso del medio de cultivo Gamborg B-5, para 1 L se pesaron 3,21 g de medio. 
3. Para ambos casos se añadieron 30 g de sacarosa, como fuente de carbono. 
4. Se agregó agua MilliQ hasta completar 1 L o el volumen necesario a preparar. 
5. Se agitó y ajustó pH en un rango de 5,6 – 5,8 con KOH 1 M. 



 

48 
 

6. La mezcla anterior fue autoclavada durante 20 min a 120 °C. 
7. Al momento de utilizar los medios de cultivo se añadió el volumen hormonal 

necesario. 

 

3.2.3.2 Iniciación de los cultivos de células en suspensión a partir de cultivos 
de callos 

Para la iniciación de los cultivos de células en suspensión de A. chilensis se llevó a 
cabo el siguiente protocolo:  

1. Trabajando bajo campana de flujo laminar previamente desinfectada con radiación 
UV durante 15 min, se removió los callos crecidos en medio sólido con pinzas 
estériles, y se depositaron sobre un papel filtro autoclavado en una placa de Petri 
de vidrio. 

2. Utilizando un bisturí estéril, se cortó 2 g de masa callosa en peso fresco en 
fragmentos más pequeños (2-3 mm de largo) y se lo transfirió a un matraz 
Erlenmeyer de 250 ml con 3 deflectores (como el que se muestra en la Figura 16) 
que contenía 50 ml de medio de cultivo adicionado con las hormonas respectivas. 

3. El matraz fue incubado en una cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de 
luz dentro de un Shaker a 21°C y a 100 rpm hasta que el cultivo en suspensión se 
formase, es decir, hasta que la turbiedad del medio aumentara debido a la 
liberación de células independientes. Aquellos cultivos que fueron incubados en 
condiciones de oscuridad fueron envueltos en papel aluminio. 
 
 

 
Figura 16: Matraz Erlenmeyer de 250 ml con 3 deflectores utilizado para los cultivos de células 
en suspensión de A. chilensis. 
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3.2.3.3 Subcultivo y mantenimiento de las suspensiones celulares 

Una vez que el cultivo celular se tornó denso, con agregados celulares de diversos 
tamaños, se preparó una suspensión celular más fina mediante el protocolo que se 
describe a continuación: 

1. Se inclinó el matraz durante unos segundos para permitir que los agregados 
celulares de mayor tamaño se asentaran. 

2. Cuidadosamente se decantó o pipeteó solamente el medio que contenía agregados 
celulares finos (sobrenadante) en un frasco Erlenmeyer de 250 ml con 3 
deflectores, que contenía igual volumen de medio de cultivo que el inóculo 
agregado. 

3. El nuevo cultivo en suspensión se incubó nuevamente en la cámara de cultivo en 
agitación a 100 rpm a 21 °C. 

El protocolo descrito anteriormente también se utilizó para llevar a cabo el 
mantenimiento y subcultivo de las suspensiones celulares, el cual fue ejecutado cada 3 a 6 
semanas, dependiendo de la densidad del cultivo.  

 

3.2.3.4 Construcción de curvas de crecimiento de cultivos en suspensión 

Para la construcción de las curvas de crecimiento de los cultivos celulares, se evaluó 
el desarrollo de tres condiciones de crecimiento que presentaron buenos resultados (Ver 
sección de resultados 4.3.1). Para esto, se llevó a cabo el siguiente protocolo: 

1. Se inició tres cultivos en suspensión mediante el protocolo descrito en la sección 
anterior para cada condición a evaluar. 

2. Cada seis días de cultivo, partiendo desde el día cero, se extrajo tres alícuotas de 1 
[ml] de cada uno de los tres cultivos paralelos. Este paso se realizó agitando el 
matraz previo a la extracción de la alícuota para evitar variaciones en las muestras 
debido a la sedimentación de las células. 

3. Las alícuotas de cada medición fueron depositadas en tubos de micro-centrífuga de 
1,5 ml cuyo peso había sido previamente registrado. 

4. Los tubos con las alícuotas fueron centrifugados durante 5 minutos a 12.000 rpm a 
temperatura ambiente. 

5. El sobrenadante de los tubos fue cuidadosamente eliminado, procurando no 
eliminar parte del pellet de células. 

6. El peso de los tubos con el pellet fue registrado y el peso del pellet fue calculado 
mediante la diferencia entre el peso del tubo y el peso del tubo más pellet. 

7. Las tres mediciones fueron promediadas obteniendo de este modo la concentración 
del cultivo con su respectiva variación estándar.  

8. Los datos fueron registrados para la elaboración de la curva de crecimiento en peso 
fresco de los cultivos en suspensión. 
 
 

3.2.4 Inducción de la producción de antocianinas  

Luego de haber subcultivado los cultivos en suspensión 4 veces o más, se procedió 
a realizar la segunda etapa del cultivo correspondiente a la inducción de la producción de 
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antocianinas. La inducción se realizó con los elicitores MJ (metil jasmonato) y ABA (ácido 
abscísico). Se agregó el inductor al cultivo al comienzo de la etapa estacionaria, entre la 
cuarta y quinta semana de cultivo. Para esto, primero se midió la concentración del cultivo 
a inducir por medio del siguiente protocolo: 

1. Se extrajo 3 alícuotas de 1 ml cada una y se las depositó en tubos de 
microcentrífuga cuyo peso fue previamente registrado.  

2. Los tubos fueron centrifugados durante 5 min a 12.000 rpm a temperatura 
ambiente y se eliminó el sobrenadante. 

3. Se registró el peso del tubo más el pellet y se calculó el peso del pellet mediante 
la diferencia del peso del tubo con y sin pellet. 

Luego, se procedió a realizar la inducción con los diferentes elicitores en ensayos 
independientes, ejecutando el siguiente protocolo: 

1. Se calculó el volumen que contenía 1 g de células. 
2. Se extrajo 1 g de células a partir del cultivo originario y se depositó en un tubo 

falcon de 50 ml. Esta operación se llevó a cabo en duplicado. 
3. Los 2 tubos fueron centrifugados a 1.500 rpm durante 10 minutos 

aproximadamente. 
4. El sobrenadante fue eliminado y se añadió 10 ml de medio fresco adicionado 

con el inductor correspondiente. Las concentraciones utilizadas de los 
inductores se detallan en la Tabla 3. 

5. Los cultivos fueron depositados en matraces de 250 ml y se los mantuvo en 
agitación a 90 rpm a 20 °C durante el tiempo de incubación detallado en la 
Tabla 3. 
 

Tabla 3: Concentración de elicitores utilizados para promover la inducción de la producción de antocianinas 
en los cultivo de células en suspensión de A. chilensis. 

Elicitor Concentración 
[µM] 

Tiempo de incubación 
[días] 

Metil Jasmonato 100 7 
Ácido Abscísico 100 9 
 

Luego de transcurrido el tiempo de incubación con los diferentes elicitores, las 
muestras fueron depositadas en tubos Falcon de 15 ml y fueron congeladas con nitrógeno 
líquido y mantenidas a -80 °C. Posteriormente, las muestras fueron enviadas al 
laboratorio Glu Chile para realizar el estudio del contenido de antocianinas.  
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 Análisis para el estudio del contenido de antocianinas 

A continuación se presenta el protocolo facilitado por el laboratorio Glu Chile para 
el estudio del contenido de antocianinas de las muestras enviadas. 

Para la cuantificación de antocianinas totales, aproximadamente 2 g de callos o 
muestras de cultivos de células en suspensión fueron utilizados. Las muestras que 
previamente fueron mantenidas congeladas a -80°C fueron enviadas en un cooler (5°C) al 
laboratorio Glu Chile. Las muestras fueron depositadas en un matraz de Erlenmeyer con 
50 ml de metanol:HCl 37% (98:2) y mantenidas por 2 h a temperatura ambiente en 
oscuridad, luego fueron disgregadas utilizando un sistema Ultraturrax (T 25 Digital IKA) 
y posteriormente agitadas magnéticamente durante 60 min. 

Antes de la inyección en HPLC las muestras fueron centrifugadas a 5.400 rpm y 
filtradas con un filtro de jeringa desechable de PTFE y 0,45 µm. 

Los estándares de delfinidinas y cianidinas fueron adquiridos de ExtraSynthese. La 
cuantificación de antocianinas se llevó a cabo directamente a partir de las áreas de los 
picos obtenidos a 520 nm, mediante referenciación directa a las curvas de calibración 
obtenidas con cada una de las diferentes cianidinas y delfinidinas glicosiladas, excepto la 
delfinidina-3-sambubiosido-5-glucósido, cuya concentración fue determinada mediante 
la diferencia entre las áreas de los picos.     

Análisis HPLC-PAD-MS: Las antocianinas fueron analizadas por HPLC (Pump 
and Autosampler System, Waters Corp., USA) equipada con una columna C18 (EMauer 
C18, 4,6mm id x 250mm; con precolumna, Eurospher 100-5 C18). La columna fue eluída 
con una fase móvil compuesta de 0,3% de ácido trifluroacético (solvente A) y acetonitrilo 
(CH3CN) (solvente B) v/v. La elución isocrática inicial fue a 95:5 (A:B) por 4 min; 
incrementada a 90:10 (A:B) durante 4,5 min; incrementada a 85:15 (A:B) durante 27 min; 
47 min a 45:55 (A:B); 48 min a 10:90 (A:B); 50 min a 10:90 (A:B); 52 min a 95:5 (A:B); y 
finalmente incrementada a 95:5 (A:B) durante 60 min. El volumen de la inyección fue de 
20 µl. La velocidad de flujo se estableció a 0,7 ml/min. La longitud de onda para la 
detección fue de 520 nm y la columna fue mantenida a 30°C. La detección se realizó 
mediante un Detector PDA 2996 (Waters Corp., USA) y analizadas mediante el software 
Empower 3 Pro Chromatography Management. 
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4.  Resultados y discusiones  
 
 Establecimiento de cultivos in vitro de plantas de 
maqui  

La primera etapa del estudio consistió en el establecimiento de cultivos in vitro de 
plantas de A. chilensis y en la identificación de sus condiciones de cultivo. En base a las 
condiciones ambientales existentes en la cámara de cultivo vegetal del laboratorio, se 
decidió fijar ciertos parámetros como la temperatura (21°C) y la iluminación. Además, en 
base a la literatura se decidió utilizar únicamente medio Murashige & Skoog (MS) con un 
pH final entre 5,6-5,8, con una concentración de sacarosa del 3% (p/v) y una 
concentración de agar del 0,7% (p/v) [128]. 

En cuanto a la composición del medio basal MS, este se compone de 
micronutrientes, macronutrientes y vitaminas. Para mayor detalle ver composición en la 
Tabla 9 de la sección Anexos A.    

Uno de los problemas identificado en el cultivo in vitro de plantas de maqui es su 
elevada producción de fenoles, lo que se refleja en la fuerte coloración rojiza que se 
observa comúnmente en ramas y hojas de la planta. Estos compuestos fenólicos se liberan 
cuando los tejidos son dañados, y se manifiestan con un ennegrecimiento del medio de 
cultivo alrededor del explante, lo que se puede extender a todo el medio. Este problema 
puede ocasionar serias dificultades en el establecimiento y supervivencia de los explantes 
de la mayoría de las especies, provocando daños al crecimiento y hasta la muerte del 
explante [129] [130]. Para superar la barrera anteriormente mencionada, una de las 
prácticas más comunes es añadir antioxidantes al medio de cultivo, los que son 
inhibidores de la polifenoloxidasa, o adsorbentes de los compuestos fenólicos liberados al 
medio.  [131]. En el presente estudio se optó por la utilización de carbón activado y ácido 
cítrico, compuestos utilizados también en el establecimiento de diversas plantas in vitro, 
como por ejemplo de Laelia lundii (Orquidáceas) [129].   

Para el establecimiento de cultivos in vitro de plantas de maqui se implementaron 
dos rutas, las que se explicaron previamente en la sección de Metodología; una de ellas 
corresponde al establecimiento por medio de estacas y la otra al establecimiento por 
medio de embriones. Los resultados de ambas rutas se explican a continuación.  

 

4.1.1 Establecimiento de cultivos a partir de explantes de plantas 
silvestres 

En cuanto a los resultados obtenidos del establecimiento de cultivos in vitro de 
plantas de maqui, desde explantes de plantas silvestres, de un total de 54 estacas 
plantadas, sólo un 15% (8 explantes) no presentó ningún tipo de contaminación. 
Asimismo, todos los explantes que no presentaron signos de contaminación fueron 
higienizados mediante el tratamiento L2, por lo tanto, para la especie vegetal en estudio 
resulta necesario un proceso de limpieza de mayor intensidad, como por ejemplo el uso 
de un detergente de polisorbato 20 (comercialmente conocido como Tween® 20). De 
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aquellos cultivos que alcanzaron asepsia, 5 no poseían yemas apicales ni axilares y 3 sí los 
contenían, representando cerca del 69% y 92% de contaminación de los cultivos, 
respectivamente. Estos resultados se detallan en la Tabla 4. 

La contaminación de mayor frecuencia en las muestras fue a causa de hongos, 
registrándose también en algunos casos la presencia de levaduras. En particular, la 
elevada tasa de contaminación que afectó a los explantes con yemas apicales o axilares, 
guarda relación con la mayor dificultad en lograr la eliminación de cualquier 
microorganismo de ese tipo de explante, debido al mayor número de pliegues que 
presentan.  

 

Tabla 4: Número de explantes no contaminados para los diferentes tratamientos de limpieza implementados 
(L1 y L2), en los diferentes medios de cultivo empleados y según la ausencia (S/Y) o presencia (C/Y) de 
yemas apicales o axilares en las estacas. 

Medio de cultivo 

N° 
Estacas 

plantadas 

Tratamiento 
L1 

Tratamiento 
L2 

N° explantes no 
contaminados 

L1 L2 
S/Y C/Y S/Y C/Y S/Y C/Y S/Y C/Y S/Y C/Y 

M1 3MS 5 13 2 3 3 10 0 0 2 1 
M2 3MS+CA 5 13 2 3 3 10 0 0 1 0 
M3 3MS+CA+Ac 6 12 2 3 3 10 0 0 2 2 

 

El proceso de higienización de los explantes de maqui es una etapa cuyo 
rendimiento puede ser mejorado, por ejemplo, añadiendo un tratamiento con algún 
antimicótico y/o antibiótico, o cepillando los explantes con una brocha estéril. Sin 
embargo, durante el curso del estudio no se continuó perfeccionando esta etapa, debido a 
que el establecimiento de cultivos in vitro de plantas de maqui se realizó únicamente con 
el objetivo de contar con una fuente de hojas estériles para su posterior inducción 
callogénica, y no se realizó con afán de optimizar el protocolo de limpieza de los explantes. 

En relación a la viabilidad de aquellos explantes que superaron el proceso de 
higienización, aquéllos que no contenían yemas apicales o axilares no resultaron viables y 
murieron, sobreviviendo solo aquéllos que sí presentaban brotes (Figura 17). Asimismo, 
de aquellos explantes que resultaron viables, aquéllos que contenían brotes apicales 
presentaron un crecimiento más acelerado en comparación a aquéllos que solo contenían 
brotes axilares, fenómeno que puede ser explicado debido al mayor desarrollo del brote 
apical producto de la dominancia apical4 que puede haber ejercido esta yema sobre las 
yemas axilares, cuando la planta se encontraba completa en estado silvestre. Del mismo 
modo, el número de brotes es una variable importante en la fase de establecimiento de los 
cultivos y en la micropropagación de éstos, ya que a mayor número de brotes se tendrá 
una mayor tasa de multiplicación [132].  

La única planta in vitro cultivada inicialmente en medio M1 (ver Tabla 4) que no se 
contaminó y que resultó viable, creció lentamente y sus hojas y tallo adquirieron una 
pigmentación rojiza parcial, producto de la síntesis de fenoles. Lo anterior es un indicio 
de que la planta estaba sufriendo algún tipo de estrés [133]. En cambio, como se observa 

                                                   
4 Término utilizado para definir el fenómeno en donde la yema apical controla o inhibe el 

crecimiento de los brotes axilares [145].    
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en la Figura 17, los cultivos en medio M3 no presentan señales de producción de fenoles, 
es por esto que se decidió micropropagar la planta in vitro en medio M1 a medio M3.  

Un aspecto importante observado en los cultivos de plantas in vitro establecidos 
por medio de estacas de plantas silvestres, es que una vez que se llevó a cabo su 
micropropagación, los nuevos cultivos no presentaron un buen crecimiento, registrándose 
en algunos casos atrofia en su desarrollo. Lo anterior puede deberse a que la planta no 
logró adaptarse correctamente a las nuevas condiciones de cultivo, así como también 
puede ser producto de que la planta madre de donde se obtuvieron los explantes no haya 
estado en condiciones óptimas de crecimiento, como por ejemplo, por vejez de la planta, 
algún tipo de infección por virus u otro microorganismo, o que haya estado sometida a 
algún tipo de estrés ambiental. Esta característica no se observó en el caso del 
establecimiento de cultivos in vitro por medio de embriones cigóticos, lo cual es explicado 
en la siguiente sección.   

 

  

  
(a) (b) 

Figura 17: Fotografías de dos cultivos in vitro de plantas de A. chilensis establecidos por medio de explantes 
obtenidos a partir de plantas silvestres. Ambos cultivos se encuentran en medio M3. (a) Fotografía de un 
cultivo a los 16 días de su plantación, se observa el florecimiento de la planta (b) Fotografía de un cultivo a 
los 40 días de su plantación. 

    

 

4.1.2 Establecimiento de cultivos a partir de embriones cigóticos 

El establecimiento de cultivos in vitro de plantas de maqui por medio de la 
extracción y posterior siembra de embriones cigóticos,  resultó ser más rápida y efectiva 
que el uso de explantes de plantas silvestres.  

Cabe mencionar que se optó por la utilización de embriones cigóticos y no se 
implementó una metodología de escarificación de las semillas, debido a que los procesos 
de escarificación usualmente requieren de varias etapas que involucran una gran 
inversión de tiempo. En cambio, la extracción de embriones resulta tener una mayor 
rapidez una vez que se logra extraer los embriones con éxito.    

16 días 40 días 
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Utilizando el protocolo de limpieza L2 en la higienización de semillas, la 
contaminación de los embriones resultó ser muy baja (ver Tabla 5). Lo anterior se debe al 
pequeño tamaño y a la superficie lisa de las semillas, características que facilitan su 
esterilización. Además, el número de embriones no contaminados y viables luego de su 
extracción (ver Tabla 5) ascendió a 15, lo que representa el 50% de los embriones extraídos 
inicialmente. La inviabilidad de los embriones puede deberse a que la semilla utilizada era 
inviable o a una mala manipulación al momento de la extracción.  

 

Tabla 5: Número de embriones no contaminados y viables para el establecimiento de cultivos in vitro de A. 
chilensis. 

N° de embriones 
extraídos 

Embriones no 
contaminados 

Embriones no 
contaminados 

viables 
30 83% (25/30) 60% (15/25) 

 

En la Figura 18 se muestra la evolución de una planta in vitro de maqui establecida 
a partir de un embrión cigótico. En la primera imagen (Figura 18 (a)) se muestra el 
embrión a 9 días de su siembra, en el cual se evidencia su germinación. A 16 días de la 
siembra del embrión (Figura 18 (b)), es posible evidenciar el desarrollo de una plántula de 
maqui que consta de la raíz embrionaria, el hipocótilo y las hojas embrionarias 
(cotiledones). Posteriormente, una vez que la plántula se subcultivó al frasco de 
micropropagación con el medio de cultivo utilizado, aproximadamente a los 30 días de su 
siembra fue posible evidenciar el crecimiento de una planta in vitro de maqui de tamaño 
mediano de aproximadamente 5 cm de altura (Figura 18 (c)).  

 

   

   
(a) (b) (c) 

Figura 18: Fotografías de la evolución de una planta de maqui in vitro establecida a partir de embriones 
cigóticos. (a) Embrión a los 9 días de su siembra. (b) Plántula de A. chilensis a los 16 días de la siembra del 
embrión. (c) Planta de maqui in vitro a los 30 días de la siembra del embrión. 

 

9 días 16 días 30 días 
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El empleo de embriones cigóticos para establecer cultivos de plantas in vitro tiene 
ventajas en relación a la utilización de estacas de plantas silvestres, debido a que el proceso 
de esterilización es más efectivo, y a que el desarrollo y crecimiento de la planta es de 
mayor rapidez. Esto último se debe a que la planta no debe pasar por un período de 
adaptación a las condiciones de cultivo in vitro, como sucede en el caso del 
establecimiento por medio de estacas. En contraste, una desventaja en la utilización de 
embriones cigóticos es que las características fenotípicas particulares que puedan resultar 
de interés de la planta madre, no necesariamente serán traspasadas a la descendencia, por 
lo tanto, no es posible asegurar que la planta que se desarrolle in vitro a partir de una 
semilla tenga las mismas características que su planta madre. Esto resulta de particular 
interés en el caso de anomalías de la planta, como por ejemplo, en el caso de la variante 
albina de A. chilensis. 

Por otro lado, la micropropagación de las plantas in vitro establecidas a partir de 
embriones cigóticos resultó exitosa, en contraste a lo ocurrido con los cultivos establecidos 
por medio de estacas. Las plantas micropropagadas presentaron un crecimiento vigoroso 
en un tiempo relativamente corto, aproximadamente 3 a 4 semanas. Lo anterior puede 
deberse al mayor vigor del embrión en comparación a las células no embrionarias, así 
como también a que las plantas establecidas a partir de embriones se encontraban mejor 
adaptadas a las condiciones de cultivo in vitro.  

 

 Establecimiento de cultivos in vitro de callos de A. 
chilensis 

La segunda etapa crucial en el estudio, fue el establecimiento de cultivos in vitro de 
callos de A. chilensis. Con este fin se estudió la inducción callogénica por medio de 
distintas fuentes de explante, en diferentes condiciones de cultivo. Una vez que la 
inducción callogénica fue exitosa, se estudió el crecimiento de los callos, su proliferación 
y el mantenimiento en distintos medios de cultivo con diferentes reguladores del 
crecimiento. A continuación se detallan y analizan los resultados obtenidos. 

 

4.2.1 Identificación de las condiciones para la inducción de 
callogénesis 

La inducción callogénica se llevó a cabo a partir de tres explantes: embriones 
cigóticos extraídos de semillas, cotiledones y hojas de cultivo de plantas in vitro. Los 
resultados de esta etapa se presentan en la Tabla 6. De los tratamientos hormonales 
aplicados, aquellos que brindaron mejores resultados fueron H2 y H4, que contenían 
Kinetina y NAA en diferentes concentraciones. El uso de estas hormonas en mezcla, 
resultó en la inducción de callos estables en A. chilensis. 

Inicialmente, se aplicó los tratamientos hormonales H1 y H2 a embriones y hojas. 
Luego de 4 semanas de cultivo, el tratamiento H1 no indujo la producción de callos en 
ningún tipo de explante, por lo que no se continuó realizando ensayos con dicha 
combinación hormonal. En cambio, con el tratamiento H2, se observó indicios de 
callogénesis a 15 días de iniciado el cultivo desde embriones. El crecimiento de los callos 
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incipientes fue lento, presentando a los 40 días una estructura como la observada en la 
Figura 19 (a), en donde el tejido calloso es escaso. En un comienzo, el embrión germinó 
dando paso a la formación de cotiledones. Transcurrido el tiempo de cultivo, los 
cotiledones adquirieron una pigmentación púrpura, punto en el cual su crecimiento se 
atrofió y comenzó la desdiferenciación a callo, el cual inicialmente poseía la misma 
pigmentación que los cotiledones. Luego, el tejido calloso continuó lentamente su 
proliferación hasta adquirir un color verde, tal como se observa en dicha figura.  

En cuanto a la inducción de callos con el tratamiento H2 a partir de hojas, la 
exposición de los cultivos a luz causó una fuerte oxidación de los explantes, que con el 
tiempo generó el ennegrecimiento del medio de cultivo y culminó en la muerte de los 
explantes. El nivel de oxidación de los cultivos disminuyó levemente cuando las placas se 
incubaron en completa oscuridad, sin embargo, la proliferación del tejido calloso fue muy 
lenta. Debido a lo anterior, se decidió ensayar con una concentración más elevada de 
kinetina y NAA, como en el tratamiento hormonal H4. 

El tratamiento hormonal H3 no brindó resultados positivos, registrándose una leve 
inducción callogénica en un cotiledón dispuesto en oscuridad y en otro dispuesto en luz. 
El crecimiento de los callos incipientes se vio atrofiado luego de 4 semanas de cultivo, 
conllevando a la muerte del explante. 

 

Tabla 6: Eficiencia en la inducción callogénica en luz y oscuridad en los tratamientos hormonales aplicados 
para las diferentes fuentes de explante de A. chilensis. Una velocidad de crecimiento lenta significa que la 
inducción callogénica surtió efecto luego de aproximadamente 5 a 6 semanas, una velocidad de crecimiento 
regular significa que los indicios de callogénesis se presentaron entre 3 a 4 semanas, y una velocidad de 
crecimiento rápida significa que la inducción callogénica se evidenció entre 1 y 2 semanas de iniciado el 
cultivo.   

Tratamiento 
hormonal 

[mg/L] 

Fuente de 
explante 

N° réplicas 
Eficiencia en 
callogénesis 

Observación 
velocidad de 
crecimiento Luz Osc. Luz Osc. 

H1 BAP 
AIA 

0,1 
0,5 

Embrión 10 0 0 0 - 

Hoja 3 3 0 0 - 

H2 KIN 
NAA 

0,2 
0,1 

Embrión 10 0 50% 0 Regular 

Hoja 3 3 0 33% Lento 

H3 BAP 
NAA 

5 
1 

Hoja 3 3 0 0 - 

Cotiledón 5 5 20%  20% Muy Lento 

H4 KIN 
NAA 

1 
1 

Hoja 5 5 40% 100% Rápida 

Cotiledón 5 5 80%  100% Rápida 

H5 KIN 
2,4-D 

0,1 
1 

Hoja 3 3 0  20% Lento 

Cotiledón 5 5 40%  60% Lento 

H6 2,4-D 2 Hoja 3 3 0  66% Lento 

H7 BAP 1 
Embrión 10 0 0  0 - 

Hoja 3 3 0 0 - 
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(a) (b) (c) 

 
 

  

  
(d) (e) 

 
Figura 19: Callogénesis a partir de diferentes explantes de A. chilensis en los tratamientos hormonales que 
brindaron resultados positivos: (a) Embrión en luz en tratamiento H2 (b) Cotiledón en luz en tratamiento 
H4 (c) Hoja en luz en tratamiento H4 (d) Cotiledón en luz en tratamiento H5 (e) Hoja en oscuridad en 
tratamiento H6. 

 

En relación al tratamiento hormonal H4, este fue el que entregó mejores resultados 
tanto en la velocidad de la inducción callogénica, como en la supervivencia y proliferación 
de los callos luego de ser subcultivados. En la Figura 19 (b) y (c) se muestran explantes de 
cotiledón y hojas, respectivamente, inducidos con el tratamiento H4. En ambos casos, la 
inducción callogénica se evidenció a pocos días de iniciado el cultivo, aproximadamente 
una semana para cotiledones y 2 semanas para hojas, y se caracterizó por la previa 
pigmentación púrpura del explante. La inducción callogénica fue de mayor rapidez en el 
caso de la utilización de cotiledones, probablemente debido al menor estado de 
diferenciación celular, en comparación con células de hojas. Sin embargo, la 
concentración hormonal del tratamiento H4 incluso permitió que el desarrollo del tejido 
calloso fuera mayor en el caso de hojas, en comparación con la inducción callogénica 
llevada a cabo a partir de embriones cigóticos con el tratamiento H2. Lo anterior es visible 
comparando la Figura 19 (a) y (c), en donde a los 40 días de iniciados ambos cultivos, la 
proliferación de la masa callosa es evidentemente mayor en el caso de hojas con 
tratamiento H4. Por otra parte, al igual que lo descrito en los tratamientos anteriores, la 
oxidación de los explantes de hojas expuestos a fotoperiodo fue elevada.  

40 días 15 días 40 días 

30 días 30 días 

1,8 cm 1,2 cm 0,8 cm 

0,9 cm 1,2 cm 
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La aplicación del tratamiento hormonal H5 no entregó resultados positivos ya que 
la proliferación celular del tejido calloso fue muy lenta. Como se observa en la Figura 19 
(d), a los 40 días de iniciado un cultivo a partir de cotiledón, se evidencia la presencia de 
tejido calloso a un nivel muy bajo. Posteriormente, debido a un agotamiento del medio de 
cultivo, el explante fue subcultivado, pero no se observó la proliferación de masa callosa 
en el medio de cultivo fresco. En este caso, también se evidenció la pigmentación púrpura 
de los explantes, además de la elevada oxidación y necrosis de los cultivos de hojas 
expuestos a luz, la cual ascendió al 60% de los cultivos.  

En el caso de los cultivos con tratamiento hormonal H6, los resultados frente a la 
inducción callogénica fueron buenos. Como se muestra en la Figura 19 (e), a los 30 días 
de iniciado el cultivo con la auxina 2,4-D 2 [mg/L] se observó plena inducción y 
proliferación de tejido calloso, el cual presentó una coloración menos verde que en los 
casos descritos anteriormente, lo cual es producto de la ausencia de clorofila. Lo anterior 
guarda relación con el efecto herbicida que tiene esta auxina a grandes concentraciones, 
ya que es un inhibidor de la síntesis de clorofila, y por lo tanto de la fotosíntesis [134]. La 
inducción callogénica se evidenció aproximadamente a las 2 semanas de iniciado el cultivo 
y al igual que los casos descritos anteriormente, se vio precedida por la pigmentación 
púrpura del explante. Además, la callogénesis fue fructífera solo en aquellas hojas 
mantenidas en oscuridad debido a la fuerte oxidación de los explantes expuestos a luz. Sin 
embargo, resulta llamativo que aun estando en oscuridad, los explantes desarrollaron 
pigmentación púrpura. La consistencia del tejido calloso fue muy friable, siendo 
innecesaria la utilización de pinzas y bisturí para cortarlo cuando fue subcultivado. Lo 
anterior resulta sumamente positivo para el posterior establecimiento de cultivos de 
células en suspensión. 

Finalmente, el tratamiento H7 no presentó signos inducción callogénica tanto a 
partir de embriones como de hojas. Luego de tres semanas de cultivo, el tejido de los 
explantes se oxidó y necrosó.  

En todos los casos estudiados, fue usual la pigmentación púrpura de los explantes 
durante la fase previa a la desdiferenciación a callo. Esta pigmentación, se debe en parte 
a la producción de antocianinas, que se generan como respuesta al estrés al cual están 
sometidas las células del explante.  

En relación a la presencia o ausencia de clorofila en las diferentes líneas de callos 
inducidos, aquellos callos cultivados con tratamientos hormonales que contenían 
citoquininas, como kinetina en el tratamiento H4, evidenciaron una mayor pigmentación 
de color verde. Lo anterior se debe a que las citoquininas son agentes importantes en la 
formación de los cloroplastos, por lo tanto su aplicación en los cultivos mejora la 
fotosíntesis [135]. En cambio, el tratamiento H6 que sólo contenía auxinas, produjo callos 
sin pigmentación. Lo anterior es producto de la ausencia de citoquininas y del efecto 
inhibidor de la fotosíntesis de la hormona 2,4-D.     

 

4.2.2 Identificación de las condiciones de subcultivo y 
mantenimiento de los callos 

Los callos inducidos a partir de hojas mediante el tratamiento hormonal H6 fueron 
subcultivados en el mismo tratamiento hormonal. Luego de unos días de haber sido 



 

60 
 

subcultivados, el tejido se necrosó y los callos murieron. Esto puede deberse a: 1) una mala 
manipulación al momento de llevar a cabo el traspaso del callo al medio fresco, 2) a vejez 
del tejido calloso que impidió que las células se multiplicaran o 3) a que los callos de A. 
chilensis inducidos con la hormona 2,4-D no son estables o viables.  

En la Figura 20 se presentan las principales líneas de callos obtenidas a partir de 
embriones, cotiledones y hojas. En este esquema se resumen los diferentes cambios de 
medios y tratamientos hormonales que fueron realizados en los diferentes callos 
estudiados, y que resultaron fructíferos. Los callos indicados en la última fila del esquema 
para cada explante inicial, son aquellos que fueron mantenidos a lo largo del tiempo y cuyo 
comportamiento y crecimiento fueron estudiados.   

 

 

Figura 20: Líneas de callos obtenidas a partir de (a) Embriones, (b) Cotiledones y (c) Hojas. Los colores del 
borde de los cuadrantes indican el medio de cultivo utilizado (3MS o 3B5) y los colores dentro de los 
cuadrantes indican las hormonas utilizadas y su concentración dependiendo de la intensidad del color. 
Además, en la esquina inferior derecha de cada cuadrante se indica el tratamiento hormonal utilizado que 
se detalló previamente en la Tabla 6.    

 

Los callos inducidos a partir de embrión mediante el tratamiento H2 fueron 
removidos de la placa inicial y subcultivados en placas con tratamiento H4. Este aumento 
en la concentración de hormonas generó callos de mayor estabilidad y mayor velocidad de 
crecimiento. Asimismo, la mitad de los callos inducidos mediante tratamiento H2 a partir 
de embrión y sometidos al tratamiento H4 se mantuvieron en oscuridad y el resto en luz 
(16 h luz; 8 h oscuridad). Esta línea generada fue identificada con las siglas EM.a y EM.b 
para el caso de exposición a luz (16 h luz; 8 h oscuridad) y oscuridad, respectivamente. 
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Los callos inducidos desde fragmentos de hojas con tratamiento H2, al igual que 
los callos inducidos a partir de embriones, fueron subcultivados en placas con tratamiento 
hormonal H4. Luego de unos días, las placas se contaminaron por lo que debieron ser 
desechadas. La contaminación generada fue producto de la mala manipulación de los 
instrumentos durante el procedimiento.    

Todos los cultivos inducidos mediante tratamiento hormonal H4 fueron 
inicialmente subcultivados en placas con el mismo tratamiento hormonal inductor. En el 
caso de callos iniciados a partir de hojas, éstos fueron identificados con las siglas HJ.a y 
HJ.b para los cultivos mantenidos en luz y oscuridad, respectivamente; mientras que para 
el caso de los callos inducidos desde cotiledones, éstos fueron identificados con las siglas 
CT.a y CT.b para aquellos mantenidos en luz y oscuridad, respectivamente.  El crecimiento 
de todos los callos cultivados en dicho tratamiento hormonal fue positivo ya que el 100% 
proliferó luego de ser subcultivados. Fue usual que durante los primeros dos días luego 
del subcultivo, los callos expuestos a luz se oxidaran y una pequeña porción del medio de 
cultivo alrededor del tejido se ennegreciera. Este efecto no fue permanente y no confluyó 
en la muerte del tejido, ya que se detuvo después de unos días y los callos continuaron 
creciendo correctamente. El fenómeno descrito anteriormente se debe al estrés al cual son 
sometidas las células al momento de subcultivarlas, ya que muchas células del tejido 
calloso son dañadas por la acción de la pinza y el bisturí. Cabe destacar que, al momento 
de subcultivar los callos, se evitó depositar cualquier fragmento de tejido necrosado en el 
medio de cultivo fresco, para prevenir posibles daños de las células por los compuestos 
tóxicos que puede haber tenido el tejido dañado. 

En cuanto a la morfología de los cultivos de callos inducidos a partir de los 
diferentes explantes (embrión, cotiledón y hoja) en tratamiento H2 y H4, todos ellos eran 
de consistencia muy compacta y dura (Figura 21 (a)), siendo necesaria la utilización de 
bisturí para cortarlos. Asimismo, los callos expuestos a luz eran de color verde y aquellos 
mantenidos en oscuridad incoloros, lo que se observa en la Figura 21 (b) y (c), 
respectivamente. Lo anterior es producto de la ausencia de clorofila, y por ende de 
fotosíntesis en los callos mantenidos en oscuridad, lo cual sitúa a estas células en un estado 
de mayor indiferenciación en relación a aquellos callos que sí  producen clorofila debido a 
la exposición a luz. Por otro lado, como se muestra en la Figura 21, fue común que luego 
de aproximadamente dos semanas de cultivo la superficie de los callos se tornara 
blanquecina y de un aspecto vitrificado, efecto que se debe a la baja difusión de nutrientes 
y oxígeno desde el medio hacia dichas células una vez que el callo alcanza cierto tamaño.  

Luego de aproximadamente 3 ciclos de subcultivo desde su inducción, algunos 
callos de la línea EM.a y EM.b fueron cambiados de medio 3MS a medio Gamborg b-5 (3% 
sacarosa) utilizando la misma concentración de hormonas del tratamiento H4. En la 
Figura 22 (a) y (b) se muestran fotografías de callos cultivados con medio 3B5 en luz y 
oscuridad respectivamente. Las características morfológicas de los callos cultivados en el 
nuevo medio no difirieron en forma significativa en relación a aquellos cultivados en el 
medio original 3MS, excepto en la menor oxidación inicial del fragmento de tejido calloso 
subcultivado, lo cual puede deberse a la menor concentración de nitratos que posee el 
medio Gamborg b-5 en comparación con el medio Murashige & Skoog [136].  

Para comparar la velocidad de crecimiento de los callos en ambos medios de 
cultivo, 3MS y 3B5, se construyeron las curvas de crecimiento para 4 líneas de callos, 
aquellos cultivados en medio 3MS con tratamiento hormonal H4 expuestos a luz  y 
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oscuridad; y aquellos cultivados en medio 3B5 con la misma concentración de hormonas 
del tratamiento H4 expuestos a luz y oscuridad. Los resultados se discuten en la próxima 
sección.  

 

(a) 

 (b) 

 (c) 
Figura 21: Callos inducidos mediante tratamiento hormonal H4 en medio de cultivo 3MS. Todos los callos 
corresponden a callos de 30 días de cultivo (a) Callo EM.a en medio 3MS tomada utilizando una lupa 
(Olympus SZ651) (b) Callo EM.a en medio 3MS. (c) Callo EM.b en medio 3MS. 
 
 

Los callos de la línea EM.a y EM.b, cultivados en medio 3MS y 3B5, fueron 
subcultivados a medios con tratamiento hormonal H6 (2,4-D 2[mg/L]). Esta nueva línea 
de callos se denominó EM2.a y EM2.b para los que fueron expuestos a luz o mantenidos 
en oscuridad, respectivamente. Todos los callos subcultivados experimentaron un notorio 
mayor crecimiento en comparación a los cultivados con tratamiento H4. Al mismo tiempo, 
la morfología de los callos presentó una consistencia muy friable, siendo innecesaria la 
utilización de bisturí para cortarlos ya que se disgregaban fácilmente. Además, tanto los 
callos expuestos a luz como los mantenidos en oscuridad comenzaron inmediatamente a 
presentar un cambio de pigmentación que se tornó más intenso a medida que la edad del 
cultivo aumentaba. En el caso de los cultivos expuestos a luz, como se observa en la Figura 
22 (c), durante la primera semana de cultivo los callos comenzaron a adquirir una 
pigmentación color rosa intenso, que fue tornándose en una coloración violeta oscuro 
conforme los días de cultivo transcurrían, alcanzando un máximo de coloración a los 20 
días aproximadamente.  
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Figura 22: Cultivos in vitro de callos de A. chilensis bajo diferentes condiciones de cultivo. (a) Callo en medio 
3B5 de la línea EM.a a 25 días de cultivo (b) Callo en medio 3B5 de la línea EM.b a 25 días de cultivo (c) 
Callo en medio 3B5 de la línea EM2.a a los 7 días de cultivo (d) Callo en medio 3B5 de la línea EM2.a a los 
25 días de cultivo (e) Callo en medio 3B5 de la línea EM2.b a los 25 días de cultivo. 

25 días 25 días 

7 días 25 días 

25 días 
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En la Figura 22 (d) se muestra un cultivo de callos expuestos a luz, cultivados con 
medio 3B5 y tratamiento hormonal H6 a 25 días de cultivo, en donde se observa una fuerte 
pigmentación en una vasta área del tejido. Sin embargo, es posible distinguir ciertas áreas 
del tejido en donde se evidencia una decoloración o falta de clorofila en las células. En 
general, estas áreas decoloradas se encontraban en la superficie de los callos, por lo que la 
decoloración puede ser producto de la baja difusión de nutrientes, pero en otros casos las 
áreas se encontraban dispersas a lo largo de todo el callo, por lo que no es posible asegurar 
una correlación certera entre la pigmentación y los factores del cultivo. Por otro lado, en 
la Figura 22 (e) se presenta la fotografía de un callo mantenido en oscuridad y cultivado 
en medio 3B5 con tratamiento hormonal H6, en donde se observa una pigmentación color 
rosa  en un área del callo menor que aquellos expuestos a luz. Cabe mencionar que una 
vez que los callos con hormonas del tratamiento H6 fueron subcultivados en el mismo 
medio de cultivo y durante el nuevo crecimiento, el nivel de pigmentación no varió, 
manteniendo la coloración violeta oscura y difiriendo en algunos casos en el área del tejido 
cubierta por la pigmentación.  

La pigmentación generada por los cultivos de callos anteriormente mencionados, 
es una evidencia de la posible producción de antocianinas por parte de las células del 
tejido. De esta manera, la transición en la pigmentación a lo largo de los días de cultivo 
puede explicarse en diferentes etapas en la producción de los distintos tipos de 
antocianinas. Por ende, la coloración rosa fuerte observada en los primeros días de cultivo 
puede ser producto de la síntesis en primera instancia de cianidinas, mientras el cambio 
de coloración posterior puede deberse a la ulterior producción de delfinidinas por parte 
de las células. Para confirmar la presencia de antocianinas en estos cultivos se llevó a cabo 
un análisis cualitativo para los diferentes tipos de antocianinas encontradas en el maqui, 
estos resultados se exponen y discuten en la sección de resultados 4.5.      

El rendimiento de la biomasa celular y la producción de pigmentos en un cultivo de 
callos puede verse afectado por diferentes factores, como la intensidad lumínica y el tipo 
y concentración de reguladores del crecimiento utilizados. Como se mencionó en la 
sección de Introducción 1.6.4, en algunas especies vegetales la presencia de la auxina 
sintética 2,4-D inhibe la producción de antocianinas, mientras en otros casos el 
suplemento de esta hormona resulta fundamental para la síntesis de estos metabolitos 
secundarios. La producción de antocianinas por parte de estos callos puede ser producto 
de una respuesta a condiciones de estrés abiótico, generada por la presencia de esta 
hormona en particular. En cultivos in vitro de células indiferenciadas de otras especies 
vegetales se ha observado que las auxinas inducen la diferenciación de las células, 
promoviendo la síntesis de fenoles [137].        

Es sabido que los cultivos de células vegetales indiferenciadas, como los callos, son 
de crecimiento lento y existe una gran heterogeneidad de tamaños y formas en sus células, 
lo cual es producto fundamentalmente de la disponibilidad vectorial de los nutrientes 
[138]. La presencia de áreas incoloras en los tejidos callosos mantenidos en auxina 2,4-D 
puede ser producto de los microambientes dentro del cultivo, en donde hay escasez de 
ciertos nutrientes, como por ejemplo, una baja difusión de auxina a esa área del tejido. 
Otra explicación para lo anterior, puede ser el acostumbramiento de las células a la 
hormona utilizada o a los diferentes mecanismos de regulación de la síntesis de 
antocianinas por parte de las células, que impiden la producción de estos metabolitos 
secundarios con el objetivo de priorizar el gasto energético al aumento de la biomasa. 
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Por otro lado, la luz parece ser un factor fundamental en el aumento de la 
producción de antocianinas por parte de callos de A. chilensis, ya que aquellos mantenidos 
en oscuridad presentaron una pigmentación notoriamente menor y más heterogénea en 
comparación a aquellos cultivos mantenidos en luz. Lo anterior es corroborado en un 
estudio bioinformático no publicado del Centro de Genómica y Bioinformática de la 
Universidad Mayor, en donde se identificó la presencia de elementos cis-reguladores de 
respuesta a luz en la ruta de biosíntesis de antocianinas en A. chilensis. Hasta el momento 
se han identificado dos condiciones que son fundamentales para la generación de callos 
productores de antocianinas en cultivos de callos de maqui; estas son la combinación y 
concentración de hormonas adecuada (en el presente caso 2,4-D 2[mg/L]), y la presencia 
de luz (16 h luz; 8 h oscuridad) a lo largo del período de cultivo. 

 

4.2.3 Curvas de crecimiento de callos 

Para la comparación del rendimiento de biomasa bajo las diferentes condiciones de 
cultivo, se llevó a cabo la medición de la cinética de crecimiento para cuatro líneas de callo 
durante 35 días de cultivo: aquellos cultivados en medio 3MS con tratamiento hormonal 
H4 expuestos a luz (3MS EM.a)  y oscuridad (3MS EM.b); y aquellos cultivados en medio 
3B5 con la misma concentración de hormonas del tratamiento H4 expuestos a luz (3B5 
EM.a) y oscuridad (3B5 EM.b). El crecimiento se evaluó en base a tres variables: peso 
fresco, peso fresco normalizado y peso seco de los callos.  

El peso fresco normalizado es el cociente entre el peso fresco del callo utilizado para 
la medición, y el peso fresco del inóculo usado para dicho cultivo. Esta operación se hizo 
para cada una de las mediciones llevadas a cabo a lo largo del ensayo. Lo anterior se realizó 
debido a que la alta variabilidad en la morfología de los callos, impidió la utilización de 
inóculos de igual tamaño y forma al inicio de los cultivos en estudio. Sin embargo, se 
procuró que el tamaño de los inóculos estuviera dentro de un rango entre 0,1 y 0,25 g.  Se 
espera que si existiese una relación de dependencia entre la eficiencia de biomasa y el 
tamaño del inóculo, la normalización de las mediciones de peso fresco debería disminuir 
el error o desviación estándar de cada medición de la curva de crecimiento.  

La forma de las curvas obtenidas se asemeja a grandes rasgos con las curvas típicas 
de este tipo de cultivos (Figura 11). Cabe destacar que en algunos casos la cantidad de 
mediciones fue insuficiente para detectar todas las fases de la curva de crecimiento, sin 
embargo, resultan suficientes para detectar la velocidad de crecimiento y el tiempo de 
duplicación. También  fue posible identificar el punto ideal para llevar a cabo el subcultivo 
de los callos, que debe realizarse al comienzo de la etapa estacionaria.  

La fase exponencial de crecimiento de los cultivos vegetales se puede modelar 
mediante la siguiente ecuación: 

� = �� ∙ ��� 

 

� = Biomasa (g células frescas o secas) 

�� = Biomasa en el tiempo cero (g células frescas o secas) 
	 = Velocidad específica de crecimiento (día-1) 

 = Tiempo (día) 



 

66 
 

Además, el tiempo de duplicación (td) de las células del cultivo se obtiene mediante 
la ecuación: 


� =
ln�2�

	
 

Cabe destacar que la fase de crecimiento exponencial de todos los cultivos 
estudiados se definió como aquel intervalo de puntos que se ajustara de mejor manera a 
la curva exponencial y que entregara el mayor R2, uniendo un mínimo de dos puntos. 

Las curvas de crecimiento para el cultivo de callos 3MS de la línea EM.a se 
presentan en la Figura 23. Para la curva de crecimiento en peso fresco (Figura 23 (a)) se 
observa una fase de latencia o de adaptación de 7 días y una fase de crecimiento de 28 
días. No fue posible detectar las fases estacionaria y de muerte celular mediante la curva 
medida, pero se sabe de manera empírica que esta etapa comienza entre los 35 y 40 días 
debido al agotamiento y evaporación del medio de cultivo. La curva en peso fresco 
normalizado (Figura 23 (b)) exhibe una leve diferencia en su forma en comparación con 
la curva en peso fresco, que presenta una etapa de adaptación de 14 días y una fase de 
crecimiento también de 14 días, para luego iniciar  la etapa estacionaria. Sin embargo, no 
es posible asegurar que la diferencia entre ambas curvas sea significativa, debido a la 
mayor desviación estándar que presenta la curva en peso fresco normalizado y a la poca 
cantidad de puntos. La curva de peso seco (Figura 23 (c)) presenta un comportamiento 
similar a la de peso fresco, la cual experimenta una fase de acostumbramiento de 7 días y 
una fase de crecimiento de 28 días. Asimismo, el tiempo de duplicación para este cultivo 
es de 11,7 días y una velocidad de crecimiento de 0,059 día-1 para el caso de la curva en 
peso seco (ver Tabla 7). Además, la humedad promedio del cultivo es de 89,6±1,4%, y la 
máxima biomasa alcanzada a lo largo del ensayo fue al día 35, con 1,8 g y 0,15 g en peso 
freso y seco, respectivamente.  

Tabla 7: Cinética de crecimiento para los distintos cultivos de callos de A. chilensis estudiados. 

Cultivo Curva de 
crecimiento 

Ecuación del 
cultivo 

R2 
Velocidad de 
crecimiento 

µ [día-1] 

Tiempo de 
duplicación 


� [día] 

EM.a 
3MS 

P.F. x=0,162·e0,070·t 0,985 0,070 9,9 
P.F. nor. x=0,719·e0,079·t 0,988 0,079 8,8 

P.S. x=0,020·e0,059·t 0,991 0,059 11,7 

EM.b 
3MS 

P.F. x=0,170·e0,042·t 0,939 0,042 16,6 
P.F. nor. x=0,975·e0,045·t 0,934 0,045 15,3 

P.S. x=0,017·e0,042·t 0,948 0,042 16,4 

EM.a 
3B5 

P.F. x=0,099·e0,114·t 0,996 0,114 6,1 
P.F. nor. x=1,372·e0,070·t 0,999 0,070 9,9 

P.S. x=0,010·e0,104·t 0,995 0,104 6,7 

EM.b 
3B5 

P.F. x=0,113·e0,094·t 0,997 0,094 7,4 
P.F. nor. x=0,991·e0,082·t 0,998 0,082 8,5 

P.S. x=0,014·e0,056·t 0,949 0,056 12,5 
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(a) 

 
 

(b) 
 

 
 

(c) 
 

 
 

Figura 23: Curvas de crecimiento de callos EM.a cultivados en medio 3MS y mantenidos en luz (16 h luz; 8 
h oscuridad). (a) Curva de crecimiento de callos en peso fresco. (b) Curva de crecimiento de callos en peso 
fresco normalizado. (c) Curva de crecimiento de callos en peso seco. 

 

x = 0,1619e0,0701t

R² = 0,9849

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0 7 14 21 28 35 42
P

e
so

 F
re

sc
o

 [
g

]

Días de cultivo

Curva de crecimiento en Peso Fresco

y = 0,7188e0,0791x

R² = 0,988

0

2

4

6

8

10

12

0 7 14 21 28 35 42P
e

so
 F

re
sc

o
 n

o
rm

a
liz

a
d

o
 [

g
]

Días de cultivo

Curva de crecimiento en PF normalizada

x = 0,0207e0,0591t

R² = 0,991

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0 7 14 21 28 35 42

P
e

so
 S

e
co

 [
g

]

Días de cultivo

Curva de crecimiento en Peso Seco



 

68 
 

Las curvas de crecimiento del cultivo de callos 3MS de la línea EM.b se presentan 
en la Figura 24. En la curva en peso fresco (Figura 24 (a)) se observa una fase de adaptación 
de 7 días, seguida de un periodo de crecimiento exponencial de 28 días. En cambio, para 
la curva en peso fresco normalizado (Figura 24 (b)) la etapa de latencia tiene una duración 
de 14 días y una fase de crecimiento de 21 días. La curva en peso seco (Figura 24 (c)) exhibe 
las mismas características que la de peso fresco. Los parámetros de la cinética de 
crecimiento del cultivo no varían sustancialmente entre las diferentes curvas medidas, 
alcanzando un tiempo de duplicación de 16,4 días y una velocidad de crecimiento de 0,042 
día-1  en el caso de la curva en peso seco (Tabla 7). Asimismo, la humedad promedio del 
cultivo es de 90±0,6% y la máxima biomasa alcanzada a lo largo del ensayo fue al día 35, 
con 0,8 g y 0,08 g en peso freso y seco, respectivamente. 

Las curvas de crecimiento del cultivo de callos 3B5 de la línea EM.a se muestran en 
la Figura 25. No se logró identificar la duración de la fase de adaptación celular en la curva 
en peso freso (Figura 25 (a)), pero se infiere por la forma de la curva que debe ser menor 
a 7 días. La fase de crecimiento exponencial se estima en 14 días y la fase de desaceleración 
dura aproximadamente 14 días. Luego, el cultivo ingresa a la fase estacionaria y de 
posterior muerte celular. La curva en peso fresco normalizado (Figura 25 (b)) presenta 
una forma similar a la descrita anteriormente, con una fase de crecimiento exponencial 
entre los 7 y 21 días de cultivo, y una fase de desaceleración del crecimiento con una 
duración de 7 días. La curva en peso seco (Figura 25 (c)) presenta una variación con 
respecto a las otras curvas, ya que evidencia una etapa de crecimiento exponencial de 
aproximadamente 20 días, una etapa de desaceleración de una duración de 7 días y una 
etapa estacionaria y de muerte celular desde el día 28 en adelante. Por otro lado, los 
parámetros de la cinética de crecimiento no varían sustancialmente entre las curvas en 
peso fresco y seco (Tabla 7), alcanzándose un tiempo de duplicación de 6,7 días y una 
velocidad de crecimiento de 0,104 día-1  en el caso de la curva en peso seco. La humedad 
promedio del cultivo es de 89,3±1,2% y la máxima biomasa alcanzada fue de 1,1 g al día 35 
en peso fresco, y de 0,13 g a los 28 días en peso seco. 

Finalmente, las curvas de crecimiento del cultivo de callos 3B5 de la línea EM.b se 
presentan en la Figura 26. No fue posible distinguir con claridad la duración de la fase de 
adaptación en la curva en peso fresco (Figura 26 (a)), debido al rápido crecimiento del 
callo. La fase de crecimiento exponencial tiene una duración aproximada de 14 días, la 
fase de desaceleración una duración de 14 días y finalmente la etapa estacionaria y de 
muerte celular comienza a partir del día 35 de cultivo. La curva en peso fresco normalizado 
(Figura 26 (b)) presenta una fase de crecimiento de 21 días, una etapa de desaceleración 
de 7 días y una fase estacionaria y de muerte celular que parte desde el día 28 de cultivo. 
En cuanto a la curva en peso seco (Figura 26 (c)), fue de gran dificultad distinguir las 
diferentes etapas de crecimiento, dado que todos los puntos parecen ser parte de la fase 
de crecimiento exponencial. Debido a lo anterior, se consideró una duración de la fase 
exponencial de 35 días, ya que esta curva fue la que arrojó un mayor R2. Además, los 
parámetros cinéticos variaron notoriamente entre la curva en peso fresco y seco, 
alcanzando un tiempo de duplicación de 12,5 días y una velocidad de crecimiento de 0,056 
día-1 en el caso de la curva en peso seco. La humedad promedio del cultivo es de 91,4±1,9% 
y la máxima biomasa producida a lo largo del ensayo fue al día 35, con 1,1 g y 0,09 g en 
peso fresco y seco, respectivamente.      
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Figura 24: Curvas de crecimiento de callos EM.b cultivados en medio 3MS y mantenidos en oscuridad. (a) 
Curva de crecimiento de callos en peso fresco. (b) Curva de crecimiento de callos en peso fresco normalizado. 
(c) Curva de crecimiento de callos en peso seco. 
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Figura 25: Curvas de crecimiento de callos EM.a cultivados en medio 3B5 y mantenidos en luz (16 h luz; 8 h 
oscuridad). (a) Curva de crecimiento de callos en peso fresco. (b) Curva de crecimiento de callos en peso 
fresco normalizado. (c) Curva de crecimiento de callos en peso seco. 
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(a) 

 
 

(b) 
 

 
 

(c) 
 

 
 

Figura 26: Curvas de crecimiento de callos EM.b cultivados en medio 3B5 y mantenidos en oscuridad. (a) 
Curva de crecimiento de callos en peso fresco. (b) Curva de crecimiento de callos en peso fresco normalizado. 
(c) Curva de crecimiento de callos en peso seco. 
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En términos generales, en relación a las curvas de crecimiento en peso fresco 
normalizado, no se observó una fuerte dependencia entre el tamaño del inóculo y la 
eficiencia de producción de biomasa, al menos en el rango de tamaños utilizados (0,1-0,25 
g). En algunas de las mediciones tomadas, existían callos de mayores dimensiones que el 
resto, cuyo inóculo había sido de menor tamaño que los demás callos medidos, esto 
ocasionó que los errores o desviaciones estándar en cada medición aumentaran más en 
relación a la medición de peso fresco o seco. Asimismo, existían casos en que los callos con 
mayor tamaño de inóculo resultaron ser los que menos biomasa generaron. Estos 
fenómenos tienen relación con la multiplicidad de factores que afectan a los cultivos de 
células indiferenciadas, ya que existen diversas variables que muchas veces son difíciles 
de controlar. Por ejemplo, la tasa de crecimiento de un cultivo específico no sólo depende 
del tamaño del inóculo, sino que también de factores tales como la cantidad de células 
viables en el inóculo, es decir, aquellas células que aún son capaces de multiplicarse; o 
también la superficie disponible de contacto directo con el medio de cultivo. Por ende, no 
solo importa el peso del inóculo, sino que también la forma y estado celular de éste.  

 Para la medición de las curvas de crecimiento de callos comúnmente se mide la 
variable peso seco, debido a que permite eliminar el efecto de la diferente captación de 
agua por parte de las células de los tejidos callosos. Además, en algunos casos el peso 
fresco de los callos continúa aumentando aunque el peso seco haya alcanzado su máximo, 
lo que es producto de la continua captación de agua por parte del tejido. Sin embargo, 
adicionalmente es útil la medición del peso fresco de los callos para evaluar el porcentaje 
de humedad promedio de los cultivos y su evolución a lo largo del tiempo. De todos modos, 
para la identificación de los parámetros cinéticos de crecimiento, como el tiempo de 
duplicación y la velocidad de crecimiento, la utilización de curvas en peso seco sigue 
siendo más cercana a la realidad. 

 Si se compara las curvas de crecimiento en los dos medios de cultivo utilizados, 
Murashige & Skoog y Gamborg b-5, se observa que aquel que muestra mejores resultados 
en relación al crecimiento de los callos es el medio Gamborg b-5. Las distintas curvas en 
peso seco de los cultivos estudiados muestran que tanto aquellos callos expuestos a luz 
como los mantenidos en oscuridad en medio 3B5, presentaron un menor tiempo de 
duplicación y mayor velocidad de crecimiento en comparación a los cultivados en medio 
3MS. Además, los callos cultivados en medio 3B5 experimentaron un menor tiempo de 
adaptación, alcanzaron una mayor biomasa y su llegada al estado estacionario fue más 
rápida.   

La luz parece ser un factor fundamental a la hora de la generación de biomasa en 
los cultivos, ya que en todos los casos estudiados aquellos callos mantenidos en oscuridad 
presentaron un tiempo de duplicación mayor, y como se observa en las curvas en peso 
seco (Figura 24 (c) y Figura 26 (c)), alcanzaron un menor tamaño máximo, su llegada al 
estado estacionario fue más lenta y presentaron mayor variabilidad en las curvas de 
crecimiento, por lo tanto, son líneas celulares de mayor inestabilidad. 
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 Cultivo de células en suspensión 

Para la iniciación de los cultivos en suspensión a partir de callos de A. chilensis se 
utilizó tres líneas de cultivo: callos cultivados en medio 3MS de la línea EM.a, callos 
cultivados en medio 3MS de la línea EM.b y callos productores de antocianinas cultivados 
en medio 3B5 de la línea EM2.a. Si bien según los resultados expuestos previamente, el 
medio de cultivo que entregó mejores resultados es 3B5, esos resultados fueron obtenidos 
cuando los cultivos en suspensión ya estaban iniciados, por lo que se propone para 
estudios futuros el análisis del comportamiento de los cultivos en suspensión en medio 
3B5 de la línea EM.a y EM.b. 

En el caso de los cultivos 3MS EM.a y EM.b, el proceso de formación y 
estabilización de los cultivos celulares fue muy lento, algunos de los cuales se oxidaron 
fuertemente al comienzo de la formación del cultivo, como se muestra en la Figura 27 (a). 
Lo anterior se debería a la condición compacta del tejido calloso utilizado como inóculo, 
además del proceso de adaptación de las células a las nuevas condiciones de cultivo, como 
son la agitación y el medio líquido.  

Visualmente los cultivos exhibieron un crecimiento lento e inestable, fácilmente 
oxidables. Además, después de un tiempo de subcultivados, aquellas suspensiones viables 
formaban grandes agregados celulares, tornando dificultosa la toma de alícuotas que 
fueran representativas del cultivo total para la construcción de la curva de crecimiento. En 
la Figura 27 (b) y (c) se muestra una suspensión viable de la línea EM.a, en donde es 
posible apreciar los agregados celulares que se forman a lo largo del tiempo de cultivo.  

En el caso de los cultivos en suspensión iniciados a partir de la línea de callos EM2.a 
en medio 3B5, las características de los cultivos formados fueron notoriamente mejores a 
las de los otros cultivos. De este modo, los cultivos no se oxidaron y en la medida en que 
se subcultivaban, el número de agregados celulares que se formaron fue cada vez menor y 
el aumento de la biomasa se tornaba más evidente. Lo anterior se debe a la mayor 
friabilidad de los callos utilizados en el inóculo, característica que facilita el período de 
acostumbramiento de las células, ya que con el proceso de agitación estas se liberan con 
mayor facilidad de los agregados celulares. Además, el medio de cultivo Gamborg b-5 
también puede ser un factor positivo en el establecimiento de los cultivos, como se discutió 
anteriormente. 
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(a) (b) 

 
(c) 

Figura 27: Cultivos en suspensión en medio 3MS de la línea EM.a. (a) Cultivo oxidado a los 14 días de cultivo 
(b) Cultivo viable a los 14 días de cultivo (c) Cultivo viable a los 14 días de cultivo donde se aprecian los 
agregados celulares. 

 

   En la Figura 28 se muestran dos fotografías de un cultivo de células en suspensión 
en medio 3B5 y hormona 2,4-D 2[mg/L]. En ellas se puede observar la leve pigmentación 
color rosa del medio, fruto de la producción de antocianinas por parte de algunas células. 
Cabe mencionar que, al igual que los callos con las mismas condiciones de crecimiento, 
estas suspensiones son bastante heterogéneas visualmente ya que presentan células 
pigmentadas y otras que no. Además, en la medida que los cultivos ganaban biomasa, la 
concentración de células no pigmentadas aumentaba a una tasa mayor que la 
concentración de células pigmentadas. Asimismo, como se puede ver en las fotografías, 
también hay presencia de agregados celulares, pero la razón entre el número de células en 
suspensión con el número de agregados es mayor que para los cultivos en suspensión en 
medio 3MS de las líneas EM.a y EM.b.  
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(a) 

 
(b) 

Figura 28: Cultivos de células en suspensión de A. chilensis en medio 3B5 de la línea EM2.a. Ambas  
fotografías fueron tomadas a los 30 días de cultivo líquido. 
 

La presencia de células no pigmentadas puede ser producto de un mecanismo de 
regulación que impide la producción de un metabolito que probablemente no sea 
requerido. Asimismo, el considerable aumento del número de estas células en relación a 
aquellas pigmentadas puede ser motivo de un acostumbramiento de aquéllas mejor 
adaptadas a las condiciones de estrés abiótico a las que están sometidas, pudiendo 
focalizar todos sus recursos en la multiplicación y aumento de biomasa. Cabe mencionar 
que a medida que los cultivos envejecían no se observó un aumento en la pigmentación de 
las células, ni tampoco que células no productoras empezaran a producir el pigmento. Por 
lo tanto, es posible concluir que las células no pigmentadas no generan pigmentación en 
ninguna etapa de su desarrollo y que las células pigmentadas generan este metabolito en 
etapas tempranas.    

 En la Figura 29 se presentan fotografías microscópicas de un cultivo de células en 
suspensión en medio 3B5 de la línea EM2.a. En ellas se observan diferentes niveles de 
agregación celular y también la presencia de grandes vacuolas que contienen el metabolito 
responsable de la pigmentación. La presencia de estas vacuolas y la coloración respectiva, 
permite confirmar la síntesis de antocianinas por parte de las células. Además, se 
evidencia la heterogeneidad del cultivo, en donde hay células de diversos tamaños y 
formas, y en donde generalmente las células productoras de antocianinas son de mayor 
tamaño que aquéllas que no producen este metabolito. Lo anterior puede ser producto de 
la mayor lentitud con la que reproducen las células pigmentadas en relación a las no-
pigmentadas.    
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(b) 

 
(a) (c) 

Figura 29: Fotografía microscópica de un cultivo de células en suspensión de A. chilensis en medio 3B5 con 
hormona 2,4-D 2[mg/L]. Todas las fotografías son a los 30 días de cultivo líquido.  

 

 

4.3.1 Análisis del crecimiento celular en cultivos en suspensión 

Para el estudio del comportamiento de los cultivos en suspensión en relación a la 
generación de biomasa, se llevó a cabo la medición de la curva de crecimiento en peso 
fresco para las tres líneas de suspensiones establecidas. La medición de la curva de 
crecimiento para un mismo tipo de cultivo se realizó en triplicado con el objetivo de 
estudiar la reproducibilidad de las condiciones de crecimiento alcanzadas. La medición en 
peso seco no fue posible debido a que las condiciones de trabajo y la existencia de sólo un 
agitador no permitieron el establecimiento de cultivos en suspensión de grandes 
volúmenes, ni de varios cultivos en paralelo. 

La curva de crecimiento en peso fresco del cultivo en suspensión en medio 3MS de 
la línea EM.a se presenta en la Figura 30 (a). Estas curvas presentan muchas variaciones 
debido a la dificultad experimentada en la toma de alícuotas representativas de los 
cultivos, producto de los grandes agregados celulares que se formaban en éste. Debido a 
lo anterior, las mediciones presentan elevada desviación estándar, y por ende no fue 
posible detectar con claridad las diferentes etapas a lo largo de la curva. A pesar de esto, 
se pudo observar una leve tendencia al aumento de la biomasa, valor que sin embargo es 
muy pequeño considerando el tiempo de cultivo. 
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(a) 
 

 
 

(b) 
 

 
 

(c) 
 

 
Figura 30: Curvas de crecimiento en peso fresco para cultivos de células en suspensión de A. chilensis (a) 
Cultivo en medio 3MS de la línea EM.a (b) Cultivo en medio 3MS de la línea EM.b (c) Cultivo en medio 3B5 
con hormona 2,4-D 2[mg/L]. 
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Debido a que los tres cultivos procesados bajo condiciones idénticas presentaron 
tanto similitudes como diferencias, se concluye que la reproducibilidad de las condiciones 
de crecimiento alcanzadas es baja. Los cultivos 1 y 2 son los que más se asemejan en la 
forma de sus curvas, en cambio el cultivo 3 es el que menores errores sistemáticos presenta 
y donde se puede observar con mayor claridad la tendencia al alza de la biomasa. Sin 
embargo, dicho aumento no es significativo ya que la concentración de biomasa en ningún 
punto de la curva alcanza a duplicar su concentración inicial y las desviaciones estándar 
son altas. Los errores sistemáticos en las diferentes mediciones se deben a la dificultad en 
la toma de alícuotas representativas del cultivo, producto de las grandes diferencias de 
tamaño en los agregados celulares.  

En la Figura 30 (b) se presenta la curva de crecimiento para tres cultivos en 
suspensión en medio 3MS de la línea EM.b. Al igual que para la línea EM.a, estas curvas 
presentan mucho error sistemático y elevadas desviaciones estándar producto de la 
dificultad en la toma de alícuotas representativas del cultivo, por lo que no fue posible la 
identificación de las diferentes etapas de crecimiento a lo largo de la curva.  

Según lo discutido anteriormente, se infiere que las condiciones de crecimiento de 
los cultivos en suspensión en medio 3MS y con hormonas KIN y NAA no son las más 
adecuadas para el establecimiento de una línea de suspensiones celulares de Aristotelia 
chilensis estables y de bajo nivel de agregación, lo cual puede ser producto de una 
incorrecta combinación y concentración hormonal o a la utilización de un medio de cultivo 
inadecuado. El constante crecimiento de agregados celulares es un indicador de que las 
hormonas utilizadas no son apropiadas para el establecimiento de reales cultivos en 
suspensión, en donde las células presenten un bajo grado de agregación.   

En la Figura 30 (c) se presenta la curva de crecimiento para dos cultivos en 
suspensión en medio 3B5 de la línea EM2.a (con hormona 2,4-D 2[mg/L]). Inicialmente 
se estudiaron 3 cultivos, pero luego de dos mediciones el tercer cultivo se contaminó con 
un hongo.  

Como se observa en el gráfico, estas curvas presentan menores oscilaciones y 
desviaciones estándar que las descritas anteriormente para las otras líneas de 
suspensiones celulares. Esto se debe principalmente al menor grado de agregación celular 
que facilitaba la toma de alícuotas representativas del cultivo total. Además, la 
concentración de biomasa aumentó exponencialmente a partir de aproximadamente el día 
6 de cultivo y se volvió más notoria a partir del día 24, alcanzando al día 36 de cultivo una 
concentración de biomasa de 115,5±12,5 [g/L] para el cultivo 1 y 239,2±6,2 [g/L] para el 
cultivo 2, lo que representa un aumento de aproximadamente 5 y 9 veces la concentración 
inicial de ambos cultivos, respectivamente. 

En cuanto a los parámetros cinéticos del cultivo 1, su velocidad de crecimiento µ 
fue de 0,055 [día-1] y su tiempo de duplicación fue de 12,5 días. Igualmente, la velocidad 
de crecimiento del cultivo 2 fue de 0,075 [día-1]  y su tiempo de duplicación fue de 9,3 días. 
De ambos cultivos, el cultivo 2 es el que alcanza una mayor concentración de biomasa 
final, correspondiente a más del doble que la alcanzada por el cultivo 1.  

Dada la contaminación de uno de los cultivos destinados para la medición de su 
curva de crecimiento, no es posible asegurar estadísticamente que las condiciones 
alcanzadas en el cultivo sean replicables. Sin embargo, las curvas de ambos cultivos 
estudiados son muy similares entre sí, lo cual es demostrativo de un posible 
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establecimiento de una buena línea de suspensiones celulares de A. chilensis. Asimismo, 
los resultados obtenidos en relación al aumento de la biomasa no se habían 
experimentado con anterioridad en cultivos de la misma línea de suspensión (medio 3B5 
de la línea EM2.a). Por lo tanto es necesario realizar un mayor número de subcultivos y 
mediciones con el objetivo de identificar claramente las distintas etapas de la curva de 
crecimiento de la línea establecida, y así poder asegurar la reproducibilidad de las 
condiciones de crecimiento alcanzadas. 

 

  Elicitación de la producción de antocianinas 

Los ensayos de elicitación de la producción de antocianinas se llevaron a cabo a 
partir de los cultivos en suspensión en medio 3MS de la línea EM.a y se realizaron con los 
elicitores metil jasmonato (MJ) y ácido abscísico (ABA). Adicionalmente, se realizó una 
prueba de elicitación con ABA en cultivos en suspensión en medio 3B5 de la línea EM2.a. 
Ambos compuestos (MJ y ABA) se escogieron debido a que son los elicitores más 
utilizados para la inducción de la producción de antocianinas en variados cultivos de 
células vegetales (para mayor detalle ver sección 1.6.4). Si bien, según los resultados 
expuestos con anterioridad, las suspensiones en medio 3B5 de la línea EM2.a son más 
adecuadas para la inducción de la producción de antocianinas debido a la menor 
agregación celular y al mayor aumento de la biomasa, los ensayos de elicitación se 
realizaron en paralelo con la medición de las curvas de crecimiento de los cultivos, por lo 
que no fue posible prever con antelación que la línea de suspensiones en medio 3MS de la 
línea EM.a no fuera adecuada para la inducción. Una vez que se identificó que las 
suspensiones utilizadas en la inducción no fueron las apropiadas, se realizó un ensayo 
adicional con ABA en suspensiones celulares en medio 3B5 de la línea EM2.a, pero no fue 
posible enviar esta muestra para el análisis de su contenido de antocianinas. 

A continuación se exponen los resultados de los ensayos de inducción con ambos 
elicitores. 

4.4.1  Elicitación con metil jasmonato 

Los cultivos utilizados para la elicitación con MJ tenían 4 semanas de antigüedad. 
Visualmente los cultivos inducidos mediante MJ no presentaron ningún tipo de 
pigmentación, salvo la coloración debida a oxidación (Figura 31 (a)), por lo que se deduce 
que no se produjeron antocianinas. Esto puede ser producto de variados factores, como 
por ejemplo, 1) que la edad del cultivo haya sido inapropiada para inducir la producción 
de antocianinas, 2) que el cultivo utilizado haya sido inadecuado para realizar el ensayo, 
o  3) que el MJ o las condiciones usadas no sean apropiadas para inducir la producción de 
este metabolito. Se ha reportado que elevadas concentraciones de MJ pueden resultar 
tóxicas para las células [139], por ende la oxidación de los cultivos puede ser una 
manifestación de dicha toxicidad. Otro factor a considerar es el estrés que puede haber 
causado el proceso llevado a cabo para elicitar los cultivos, lo cual también puede haber 
originado su oxidación.    
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4.4.2 Elicitación con ácido abscísico 

En el caso de las muestras elicitadas mediante ABA, los cultivos utilizados para la 
inducción tenían 4 semanas de antigüedad. En cuanto a los resultados de la elicitación, 
estos fueron similares a los obtenidos con MJ, salvo por la presencia de escasos y pequeños 
agregados celulares pigmentados de color rosa. Como se observa en la Figura 31 (b), los 
cultivos inducidos también sufrieron de oxidación, que puede explicarse por la edad del 
cultivo utilizado para realizar la elicitación, por el estrés causado en el proceso de 
inducción o por el uso de un cultivo en suspensión inadecuado. 

 

  
(a) (b) 

Figura 31: Cultivos de células en suspensión de Aristotelia chilensis en medio 3MS de la línea EM.a elicitados 
con (a) Metil Jasmonato (MJ) y (b) Ácido abscísico (ABA). 
 

Dado que ninguno de los ensayos de elicitación entregó resultados positivos visibles 
para los cultivos en suspensión en medio 3MS de la línea EM.a, se realizó un ensayo 
meramente descriptivo en un cultivo en medio 3B5 de la línea EM2.a con ABA como 
elicitor. Esta vez el elicitor simplemente se agregó al cultivo a 4 días de su iniciación. Luego 
de transcurridos 5 días de agregado el elicitor, se observó la aparición de  agregados 
celulares pigmentados color rosa (Figura 32), lo cual es un indicio de la probable producción 
de antocianinas por parte de las células. Para asegurar la posible inducción de la 
producción de antocianinas por ABA en esta línea de cultivos celulares, es necesario 
realizar un mayor número de experimentos con diferentes concentraciones del elicitor y 
posteriormente realizar una cuantificación del contenido de este metabolito.   

Resulta llamativo que ante la adición de ABA sólo algunos agregados celulares 
produjeron pigmentación. Si bien no fue posible realizar un estudio acabado de esta 
muestra, se logró observar que luego de aproximadamente una semana de añadido el 
inductor no se evidenció un aumento en la cantidad de agregados pigmentados, mientras 
que la cantidad de células no pigmentadas sí aumentó. Lo anterior puede ser producto de 
la menor tasa de reproducción de las células pigmentadas en relación a las no 
pigmentadas. Para estudios futuros se propone el análisis del comportamiento del 
crecimiento celular y la producción de antocianinas en subcultivos de células o agregados 
celulares pigmentados obtenidos mediante la inducción con ABA.        
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Figura 32: Fotografía de un cultivo de células en suspensión de A. chilensis en medio 3B5 de la línea EM2.a 
a los 9 días de cultivo y a 5 días de elicitado con ABA 100 µM. 
 
 

 Estudio cualitativo del contenido de antocianinas 

Se envió 10 muestras al laboratorio Glu Chile para llevar a cabo el estudio de su 
contenido de antocianinas. La descripción de dichas muestras se presenta a continuación: 

• Muestras 1-4: Callos de Aristotelia chilensis cultivados en medio 3B5 de la línea 
EM2.a (con auxina 2,4-D 2[mg/L]). Todos los callos presentaban una fuerte 
pigmentación color violeta y tenían 30 días de cultivo. El peso de cada muestra era 
de aproximadamente 2 g.   

• Muestras 5 y 6: Muestras de dos cultivos de células en suspensión de Aristotelia 
chilensis cultivados en medio 3B5 de la línea EM2.a (con auxina 2,4-D 2[mg/L]). 
Ambas suspensiones tenían 40 días de cultivo y presentaban una elevada 
concentración de biomasa, cuya última medición había entregado un valor de 
111,5±12,5 [g/L] y 239±6,2 [g/L] al día 36 de cultivo, para las muestras 5 y 6, 
respectivamente. Además, se observaba una baja presencia de células pigmentadas 
y una elevada concentración de células no pigmentadas. 

• Muestras 7 y 8: Cultivos de células en suspensión de Aristotelia chilensis  cultivados 
en medio 3MS de la línea EM.a (con hormonas NAA y KIN 1[mg/L]) e inducidos 
mediante MJ durante 7 días. Los cultivos con los que se realizó la inducción tenían 
4 semanas de antigüedad.  

• Muestras 9 y 10: Cultivos de células en suspensión de Aristotelia chilensis 
cultivados en medio 3MS de la línea EM.a e inducidos mediante ABA durante 9 
días. Los cultivos con los que se realizó la inducción tenían 4 semanas de 
antigüedad.  

Los resultados de los ensayos de medición de antocianinas se presentan en la 
Figura 33, Figura 34 y Tabla 8. Estos resultados son cualitativos y nos indican a grandes 
rasgos el perfil de la presencia de diversas antocianinas en las muestras. Los porcentajes 
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obtenidos (Tabla 8) no pueden considerarse representativos, ya que las diferentes muestras 
enviadas a analizar fueron estudiadas en su peso fresco y no en su peso seco, por lo tanto, 
los resultados finales de la cuantificación de antocianinas se encuentran muy diluidos. 

 

 

Figura 33: Cromatograma HPLC registrado a 520 nm en donde se muestra el perfil de antocianinas 
individuales de una muestra de callos (muestra número 2) de Aristotelia chilensis.  

 

El análisis realizado a las muestras 1-4 arrojó resultados positivos para la presencia 
de antocianinas (Figura 33 para la muestra 2), principalmente cianidinas. Cabe destacar, 
que todas las antocianinas detectadas en los callos en medio 3B5 de la línea EM2.a de 
Aristotelia chilensis corresponden a antocianinas habitualmente encontradas en el fruto 
de la planta. El perfil de antocianinas de un extracto de frutos de A. chilensis puede ser 
visto en la Figura 35 de la sección de Anexos B. Como se mencionó previamente los 
resultados obtenidos son cualitativos y no cuantitativos, es decir, no son útiles para saber 
la cantidad de antocianinas presentes en los cultivos, pero si permiten identificar las 
antocianinas presentes. Si bien la presencia de delfinidinas en las muestras es casi nula, 
la coloración de los callos estudiados (Figura 22 (d)) pareciera indicar que la presencia de 
este tipo de antocianinas es mayor, debido a la semejanza con la coloración del fruto de 
maqui maduro. Sin embargo, también es posible que el pH de los callos sea básico, ya que 
en ese pH las cianidinas adquieren una coloración violeta. La baja presencia de 
delfinidinas detectadas puede ser producto del umbral de detección del equipo utilizado. 
Para futuros ensayos de cuantificación de antocianinas, se sugiere realizar el análisis de 
las muestras considerando la humedad de éstas o liofilizándolas antes de su inyección en 
el equipo HPLC.  

Comparando el perfil de antocianinas obtenido en HPLC, de un extracto de fruta 
de maqui (Figura 35 de anexos) con el perfil obtenido para la muestra 2 de callos de A. 
chilensis (Figura 33), se observa una inversión en los picos de antocianinas. La  
antocianina de mayor presencia en los callos es Cianidina-3-sambubiósido, mientras que 
en el fruto esta antocianina es la segunda en menor concentración. En general, las 
antocianinas de mayor concentración en los frutos de maqui son las delfinidinas (73% de 
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las antocianinas totales), en cambio en los callos analizados las cianidinas son las que 
parecen encontrarse en mayor concentración, representando más del 60% de las 
antocianinas totales en todas las muestras estudiadas. Como se explicó en la sección de 
introducción 1.6.4, es normal que en cultivos de callos o de células en suspensión la 
producción de antocianinas difiera de la concentración encontrada en las diferentes partes 
de la planta en estado natural. Lo anterior se debe a que las condiciones a las que están 
expuestas las células de los cultivos in vitro son completamente diferentes a las 
condiciones de cultivo de las plantas, por lo tanto existen diversos factores que pueden 
estimular una ruta u otra en la etapa río abajo de la biosíntesis de antocianinas, 
induciendo la producción de cianidinas, pelargonidinas o delfinidinas y sus derivadas. 
Debido a lo anterior, para lograr la producción de un tipo en particular de antocianinas, 
resulta fundamental estudiar las diferentes variables que afectan la producción de cada 
uno de estos metabolitos, con el objetivo de crear una estrategia de producción que integre 
todas las variables que participan en la síntesis de la antocianina de interés, Entre estas 
variables se encuentran intensidad lumínica, temperatura, pH del medio, concentración y 
tipo de azúcar utilizado, micro y macronutrientes del medio de cultivo, concentración y 
tipo de reguladores del crecimiento, utilización de elicitores y precursores de la ruta de 
antocianinas, entre otras. 

En contraste, en el estudio del contenido de antocianinas en las muestras 5-10, no 
se detectó la presencia de estos metabolitos. En la Figura 34 se presenta el perfil HPLC 
obtenido para la muestra 7 inducida mediante MJ. Estos resultados corroboran lo 
observado visualmente en los cultivos elicitados mediante MJ (muestras 7 y 8) y ABA 
(muestras 9 y 10). Sin embargo, las muestras 5 y 6 visualmente contenían células con 
pigmentación color violeta producto de la presencia de antocianinas, lo cual fue 
corroborado microscópicamente como se muestra en la Figura 29. Esta presencia de 
antocianinas no pudo ser identificada por medio del ensayo en HPLC, probamente debido 
a su baja concentración, a la utilización de las muestras húmedas y al umbral de detección 
del equipo utilizado. Como se sugirió anteriormente, en futuros estudios de la 
concentración de antocianinas en las diversas muestras de callos y cultivos en suspensión, 
se recomienda la utilización de las muestras liofilizadas con el objetivo del eliminar la 
variable humedad de los resultados.     

 

 
 

Figura 34: Cromatograma HPLC registrado a 520 nm en donde se muestra el perfil de antocianinas 
individuales de una muestra de cultivos en suspensión de Aristotelia chilensis elicitado mediante MJ 
(muestra número 7).  
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Tabla 8: Identidad de las diferentes antocianinas identificadas en muestras de callos y cultivos en 
suspensión de Aristotelia chilensis por medio de HPLC-PAD-MS. Los números de los picos son los 
mostrados en la Figura 33. TR: Tiempo de retención. 
N° 

pico 
TR Tipo de antocianina 1 2 3 4 5-10 

1 27,44 Delfinidina-3-sambubiósido-5-glucósido 0,0011% 0,0038% 0,0003% 0,0010% - 

2 30,51 Delfinidina-3,5-diglucósido 0,0006% 0,0014% 0,0002% 0,0004% - 

3a 34,19 Cianidina-3-sambubiósido-5-glucósido 0,0029% 0,0045% 0,0005% 0,0013% - 

3b 34,19 Cianidina-3,5-diglucósido 0,0024% 0,0037% 0,0004% 0,0010% - 

4 35,99 Delfinidina-3-sambubiósido 0,0009% 0,0029% 0,0003% 0,0010% - 

5 36,82 Delfinidina-3-glucósido 0,0012% 0,0030% 0,0004% 0,0013% - 

6 37,45 Cianidina-3-sambubiósido 0,0054% 0,0082% 0,0013% 0,0032% - 

7 37,88 Cianidina-3-glucósido 0,0020% 0,0034% 0,0007% 0,0019% - 
  SUMA 0,0166% 0,0309% 0,0040% 0,0110% - 
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5. Conclusiones 
 

El presente trabajo de título se enmarca dentro de la búsqueda de una estrategia 
biotecnológica que permita la producción a gran escala de concentrados ricos en 
antocianinas, en particular delfinidinas, de Aristotelia chilensis.  

Se concluye que el establecimiento de cultivos de plantas in vitro de Aristotelia 
chilensis fue fructífero. De las dos rutas implementadas para el establecimiento de los 
cultivos, la más efectiva fue aquélla que utilizó la siembra de embriones cigóticos extraídos 
a partir de semillas de la planta. Esta metodología fue la que entregó el menor porcentaje 
de contaminación y una mayor viabilidad y tasa de crecimiento. Asimismo, la 
micropropagación de aquellas plantas introducidas por embriones cigóticos fue exitosa, 
en contraste a la de las plantas introducidas por estacas, cuyo crecimiento se atrofió y no 
fueron capaces de desarrollarse. 

En cuanto a la inducción callogénica a partir de explantes de Aristotelia chilensis, 
fue posible de llevar a cabo por medio de explantes en diferentes niveles de diferenciación 
celular, como son embrión cigótico, cotiledón y hoja. Las condiciones de cultivo 
apropiadas para la inducción callogénica en todos los explantes utilizados fue medio de 
cultivo Murashige & Skoog 4,43[g/L] con 30[g/L] de sacarosa, 7[g/L] de agar y la adición 
de los reguladores del crecimiento kinetina 1[mg/L] y NAA 1[mg/L]. Además, para la 
mantención de los callos se identificó que el cultivo con medio Gamborg b-5 confiere a los 
callos un menor tiempo de adaptación luego de su subcultivo, una mayor velocidad de 
crecimiento y por ende un menor tiempo de duplicación, y una mayor generación de 
biomasa final. Asimismo, se determinó que la exposición a luz (16 h luz; 8 h oscuridad) es 
un factor importante en el crecimiento de los cultivos. Considerando el análisis de las 
velocidades de crecimiento para los dos medios de cultivo estudiados, se concluyen que 
las mejores condiciones de mantenimiento de los cultivos y generación de biomasa son 
medio Gamborg b-5 3,21[g/L] con 30[g/L] de sacarosa, 7[g/L] de agar, fitohormonas 
kinetina 1[mg/L] y NAA 1[mg/L] y exposición a fotoperiodo (16 h luz; 8 h oscuridad). Las 
características morfológicas de los callos cultivados con las condiciones mencionadas 
anteriormente son un elevado nivel de compactación de las células y una fuerte 
pigmentación color verde, producto de la presencia de clorofila. Los parámetros cinéticos 
medidos para los cultivos de la línea descrita anteriormente, son una velocidad de 
crecimiento µ de 0,104 [día-1] y un tiempo de duplicación de 6,7 días, siendo adecuado el 
subcultivo de los callos aproximadamente a los 20 días de cultivo, ya que es ahí donde los 
callos se encuentran en la etapa de desaceleración de su crecimiento.  

Respecto al establecimiento de cultivos de células en suspensión, se puede concluir 
que fue posible la generación de estos cultivos a partir de callos inducidos por medio de 
embriones cigóticos de Aristotelia chilensis cultivados en medio Gamborg b-5 3,21[g/L] 
con 30[g/L] de sacarosa, 7[g/L] de agar, 2[mg/L] de auxina 2,4-D y exposición a 
fotoperiodo (16 h luz; 8 h oscuridad). Las mejores condiciones identificadas para el 
establecimiento y posterior mantenimiento de las suspensiones son las mismas 
condiciones mencionadas anteriormente para el cultivo de los callos con los cuales fueron 
iniciados los cultivos en suspensión, a excepción del agar. La auxina 2,4-D confiere una 
mayor friabilidad a los cultivos, característica que impide hasta cierto punto la formación 
de agregados celulares. A pesar de las condiciones consideradas como aceptables para el 
cultivo de suspensiones con baja agregación celular y elevado rendimiento de biomasa, 
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resulta necesario realizar un mayor número de subcultivos con el objetivo de estabilizar la 
línea de suspensiones, para posteriormente identificar sus parámetros cinéticos de 
crecimiento.  

En cuanto a la elicitación de la producción de antocianinas en los cultivos de células 
in vitro de A. chilensis, fue posible la inducción de la producción de estos metabolitos a 
partir de tejido calloso, por medio de la adición al medio de cultivo de la fitohormona 2,4-
D 2[mg/L] y de la exposición de los callos a luz (16 h luz; 8 h oscuridad). Los resultados 
del estudio del contenido de antocianinas en los callos deben ser considerados 
cualitativamente ya que en el ensayo no se consideró la humedad de las muestras. Sin 
embargo, en las muestras de callos analizadas se identificó la presencia de todas las 
antocianinas que están presentes en el fruto de A. chilensis pero en diferentes razones a 
las encontradas en dicho fruto. Mientras el fruto de maqui presenta un 73% de 
delfinidinas, los callos estudiados presentaron una mayor razón de cianidinas, las cuales 
representan más del 60% de las antocianinas totales del cultivo. 

En relación a los cultivos en suspensión elicitados por medio de metil jasmonato y 
ácido abscísico, los resultados de los estudios no indicaron la presencia de ningún tipo de 
antocianinas. Lo anterior puede ser causa de la utilización de un cultivo de células en 
suspensión inadecuado, por lo tanto, se recomienda continuar realizando ensayos con 
diferentes líneas de suspensiones celulares, como por ejemplo la línea cultivada con medio 
Gamborg b-5 con 3% de sacarosa y con hormona 2,4-D 2[mg/L]. 

Al cabo de la investigación es posible constatar la factibilidad del establecimiento 
de cultivos celulares de Aristotelia chilensis productores de antocianinas, ya que fue 
posible la generación de una estrategia para la producción de estos metabolitos 
secundarios a partir de callos iniciados por medio de embriones cigóticos de maqui, y 
cultivados con medio Gamborg b-5 3,21[g/L] con 30[g/L] de sacarosa, 7[g/L] de agar y 
elicitados por medio de la exposición a fotoperiodo (16 h luz; 8 h oscuridad) y la adición 
de la fitohormona 2,4-D 2[mg/L] al medio de cultivo.   

 Recomendaciones para el trabajo futuro  

Para la futura optimización de la producción de antocianinas por parte de cultivos 
celulares de Aristotelia chilensis, en particular de delfinidinas glicosiladas, resulta 
fundamental determinar en primera instancia los diferentes factores abióticos que juegan 
un rol fundamental en el rendimiento de la biomasa y la síntesis de estos metabolitos 
secundarios en cultivos de células in vitro, como por ejemplo, intensidad lumínica, 
temperatura, pH del medio, concentración y tipo de azúcar utilizado, micro y 
macronutrientes del medio de cultivo, concentración y tipo de reguladores del 
crecimiento, utilización de elicitores y precursores de la ruta de antocianinas, entre otras. 
Una vez que se hayan identificado las variables críticas del proceso y se determinen sus 
valores óptimos, esta información guiará a los investigadores hacia el establecimiento e 
implementación de una estrategia de producción integrada, que combine las diferentes 
condiciones de cultivo en donde se maximice la síntesis de los compuestos de interés, en 
este caso delfinidinas de Aristotelia chilensis. 
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7.  Anexos 
 

A. Composición de medios de cultivo 

A continuación se detallan las composiciones de los medios de cultivo basales 
utilizados en los diferentes cultivos in vitro de A. chilensis: medio modificado Murashige 
& Skoog con vitaminas y medio Gamborg-b5, ambos distribuidos comercialmente por 
PhytoTechnology Laboratory®. 

 

Tabla 9: Formulación del medio de cultivo modificado Murashige & Skoog con vitaminas distribuido 
comercialmente por PhytoTechnology Laboratory® [140]. 

Constituyente Concentración [mg/L] 
Micronutrientes  
NH4NO3 1.650 
CaCl2 332,2 
MgSO4  180,7 
KH2PO4 170 
EMO3 1.900 
Macronutrientes  
H3BO3 6,2 
CoCl2 · 6H2O 0,025 
CuSO4 · 5H2O 0,025 
FeSO4 · 7H2O 27,8 
MnSO4 · H2O 16,9 
KI 0,83 
Na2MoO4 · 2H2O 0,25 
ZnSO4 · 7H2O 8,6 
Na2EDTA · 2H2O 37,26 
Vitaminas  
Inositol 100 
Nicotínico 0,5 
HCl-Piridoxina 0,5 
Glicina 2 
HCl-Tiamina 0,1 
Buffer  
MES 500 
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Tabla 10: Formulación del medio de cultivo Gamborg B-5 distribuido comercialmente por PhytoTechnology 
Laboratory® [141]. 

Constituyente Concentración [mg/L] 
Micronutrientes  
NH4NO3 134 
CaCl2 113,24 
MgSO4  122,09 
KH2PO4 170 
EMO3 2.500 
Macronutrientes  
H3BO3 3 
CoCl2 · 6H2O 0,025 
CuSO4 · 5H2O 0,025 
FeSO4 · 7H2O 27,8 
MnSO4 · H2O 10 
KI 0,75 
Na2MoO4 · 2H2O 0,25 
ZnSO4 · 7H2O 2 
Na2EDTA · 2H2O 37,26 
Vitaminas  
Inositol 100 
Nicotínico 1 
HCl-Piridoxina 1 
HCl-Tiamina 10 
Buffer  
NaH2PO4 150 
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B. Perfil de antocianinas en maqui 

A continuación se presenta el perfil de antocianinas obtenidos a partir de un extracto 
de fruto de A. chilensis. Las identidades de los compuestos asociados a los picos del 
cromatograma se presentan en la Tabla 11. [60] 

 

 

Figura 35: Cromatograma HPLC registrado a 520 nm en donde se muestra el perfil de antocianinas de un 
extracto de fruto de A. chilensis.  
 
 
Tabla 11:   Identidad de las diferentes antocianinas identificadas en un extracto de fruto de A. chilensis. Los 
números de los picos son los mostrados en la Figura 35. 

N° pico Antocianina 
1 Delfinidina-3-sambubiósido-5-glucósido 
2 Delfinidina-3,5-diglucósido 

3ª Cianidina-3-sambubiósido-5-glucósido 
3b Cianidina-3,5-diglucósido 
4 Delfinidina-3-sambubiósido 
5 Delfinidina-3-glucósido 
6 Cianidina-3-sambubiósido 
7 Cianidina-3-glucósido 

 


