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RESUMEN

Las plantas medicinales y aromaticas han sido empleadas por diferentes
grupos poblacionales humanos y utilizadas por centurias en la industria farmacéutica.

Numerosos estudios de especies del género Baccharis mostraron actividad
antimicrobiana, antioxidante y anti-inflamatoria. Baccharis darwinii Hook & Arn., en
particular, una especie nativa del cono sur y distribuida en casi todas las provincias
del territorio Argentino, ha sido incluida en un proyecto global de bisqueda de nuevos
compuestos con actividad antifungica y antioxidante

El uso de procesos biotecnologicos, uno de ellos, la produccion vegetal en
masa a través de la micropropagacion constituye una alternativa promisoria para el
desarrollo de nuevos farmacos. Esta técnica in vitro se afianza como una interesante
alternativa para la produccion de metabolitos con actividad farmacoldgica, al
garantizar una fuente estable y uniforme de principios activos en plantas obtenidas
bajo condiciones controladas.

El objetivo de este trabajo fue establecer y cultivar in vitro plantas de Baccharis
darwinii. Para establecer este cultivo in vitro se evaluaron dos fuentes: Segmentos
nodales y semillas.

La viabilidad de las semillas es un aspecto critico en el establecimiento del
cultivo in vitro. Con el fin de evaluar la emergencia y el efecto de distintas técnicas de
desinfeccién sobre su viabilidad, se determiné el porcentaje de germinacion de dos
poblaciones de semillas colectadas en diferentes tiempos (2007/2008 y 2015)de B.
darwinii, y se ensayaron tres tratamientos pre-germinativos para iniciacion del cultivo
in vitro.

En cuanto a los segmentos nodales obtenidos de plantas nativas crecidas en
campo. Se escindieron brotes jovenes con yemas apicales y axilares y posterior a su
desinfeccién fueron cultivados en tubos de ensayo con medio MS. Se evaluo el
numero de Yemas desarrolladas, largo de los brotes y desarrollo de raices.

Una vez obtenido el establecimiento de los cultivos, en el proceso de

multiplicacién fueron ensayados cuatro combinaciones de reguladores de crecimiento
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y analizado el nimero de yemas desarrolladas, largo de brotes y el desarrollo
de raices de las plantas como variables de respuestas a los tratamientos.

El éxito o el fracaso de todo el proceso de micropropagacion dependen
de la aclimatacion. Para evaluarla ffueron seleccionadas 20 de las plantas de
Baccharis darwinii crecidas in vitro y transferidas a turba: perlita (1:3) durante
67 dias. Se evalué la supervivencia de las plantulas y la longitud del tallo

durante este periodo.

En el proceso germinativo se registraron diferencias significativas entre
los métodos de desinfeccion. En el mejor tratamiento pre-germinativo, en
presencia de luz, se obtuvo un 31,7% de semillas germinadas.

Una vez establecido los cultivos, la tasa maxima de multiplicacion
obtenida fue (3,23 + 1,18) con la combinacion de BAP: IBA (6,7 uM: 0,73 pM).
Hubo una interaccion significativa (p<0,05) entre los reguladores y el MS basal,
utilizado (p<0,05; G=3). La mejor respuesta rizogénica se obtuvo con medio de
cultivo Gamborg (G:12,409; p<0,05; G=2) libre de fitohormonas (84% de los
explantes formaron raiz).

Durante la rustificacion, la supervivencia en invernadero fue del 94% de

plantas viables.

La presion del ambiente, con sus factores bibticos y abiéticos influye de
manera diferente en cada planta generando un cambio en su metabolismo, lo
gue se manifiesta en una modificacion de su perfil fitoquimico. En nuestro
trabajo la evaluacion mediante cromatografia en capa delgada (TLC) de los
distintos extractos metandlico, etéreo, diclorometandlico y acuoso, presentaron
un patrén de bandas de compuestos bioactivos similares para las distintas
muestras. Sin embargo se observaron algunas variaciones en la cantidad de
compuestos producidos entre las plantas generadas in vitro y nativas lo que
hace suponer que el método de cultivo tuvo influencia en el metabolismo
secundario de esta especie. Lo que nos permitiria, mediante la utilizacion de
esta técnica, modificar la produccién de metabolitos que resulten de interés

para la industria farmacéutica.
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1. INTRODUCCION

1.1. _CONSIDERACIONES GENERALES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe una planta medicinal a

aquella planta que, en uno o mas de sus érganos, contiene sustancias que pueden
ser utilizadas con fines terapéuticos o preventivos 0 que son precursoras para la
semisintesis quimico-farmacéutica. A lo largo de la historia las plantas han sido
tradicionalmente empleadas como una fuente natural en alimentacion humana y
animal, en la industria farmacéutica y como materia prima para la produccién de
substancias de uso industrial (Cardoso J.C., Oliveira y Cardoso F., 2019). Se estima
gue cerca del 10% de las aproximadamente 50.000 especies de plantas conocidas
son utilizadas en la fitoterapéutica (Jamshidi-Kia et al., 2017). Ademas, de las drogas
presentes en la farmacopea moderna, alrededor de un 25%, son derivados de plantas
(fitomedicina) y otras son analogos sintéticos construidos a partir de compuestos
naturales (Rao y Kaladhar, 2014; Edrah et al., 2016). Las plantas, constituyen una
importante fuente de recursos naturales en todo el planeta y su estudio, aislamiento,
cultivo y extraccion de metabolitos secundarios presenta ventajas notables

El género Baccharis ha sido vastamente estudiado desde el punto de vista
fitoquimico (Bohlmann et al., 1985) exhibiendo una gran variedad de constituyentes
de interés para la industria farmacéutica (Gene et al., 1996; Mongelli et al., 1997;
Budel et al., 2018). La actividad biolégica y farmacoldgica de varios compuestos
pertenecientes a especies del género fueron analizados en los ultimos afios poniendo
de manifiesto su potencial (Verdi et al., 2005, Heiden y Pirani, 2016; Ramos Campos,
2016).

La mayor parte de los compuestos de plantas que han presentado una
actividad biolégica de interés, pertenecen al conjunto de entidades quimicas
denominadas metabolitos secundarios. Sin embargo, estos productos naturales no

son sintetizados en todos los 6rganos de las plantas y su concentraciéon, en general,
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es baja, condicionada por las condiciones ambientales (Dewick, 2009), por lo
gue la utilizacion de plantas para la produccion de fitoterapéuticos tiene sus
limitaciones.

Las técnicas de cultivo in vitro, estan siendo empleadas como una
herramienta biotecnologica efectiva para modificar la produccion de
metabolitos secundarios en cultivos de células o tejidos de plantas. El
desarrollo de un protocolo de propagaciéon masiva de plantas medicinales, ha
contribuido a su conservacion y facilitd su cultivo en aquellas que mostraron
interés comercial (Pant, 2014).

La micropropagacion vegetativa in vitro consiste en el cultivo de un
tejido vejetativo o reproductivo sobre un medio nutritivo, donde se optimizan las
condiciones ambientales, en lo que se refiere a los factores fisicos,
nutricionales y hormonales, en condiciones estériles (Segovia et al., 2002;
Perales et al., 2008; Martin et al., 2018). Algunas de sus ventajas son: a)
introduccién rapida de nuevas variedades o clones que proporcionarian altos
coeficientes de multiplicacién de la especie de interés, b) obtencion de
plantulas genéticamente idénticas a la planta madre (clones) en condiciones
estériles; c¢) permite manipular volimenes elevados de plantas en cortos
periodos de tiempo e independizarse de las condiciones ambientales para el
cultivo. De esta forma es posible utilizar la micropropagacion para especies en
peligro de extincién, ornamentales, alimenticias, o0 medicinales, la conservacion
de germoplasma de especies deseables y facilitar la generacion de plantas que
sinteticen sustancias de interés para la industria (farmacéutica, alimenticia,
agricola, etc), cuya produccion por métodos convencionales resulta dificil,
escasa 0 econémicamente poco viable (Segovia et al., 2002; Perales et al.,
2008; Bremer, 1994; Srivastava et al., 1996; Garcia et al., 2017). Los cultivos
vegetales no siempre producen sustancias cualitativa y cuantitativamente
iguales a las elaboradas por las plantas crecidas en su ambiente natural. La
produccion y el perfil de compuestos quimicos de interés pueden variar, debido
a que la planta madre tiene un entorno bioquimico, fisiolégico y ambiental

diferente al de las plantas que crecen en medios de cultivo con agar o liquidos
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(DiCosmo, 1985). Por lo tanto, muchas moléculas complejas del metabolismo
secundario producidas por las plantas en su ambiente natural pueden no estar
presentes en las plantas desarrolladas in vitro. La calidad, concentracion y
combinacion de reguladores de crecimiento, nutrientes y fuentes de carbono en el
medio de cultivo tiene influencia directa sobre la velocidad de crecimiento y en la
produccion de un metabolito especifico (Verpoorte y Memelink, 2002).

La distribucion natural del género Baccharis spp. esta asociada a ambientes
aridos de Patagonia y registra antecedentes de uso medicinal por pobladores de la
regién. Con el objetivo de estudiar estrategias reproductivas se aplicaron técnicas de
germinacién y cultivo in vitro de plantas nativas de Baccharis darwinii.

El objetivo de este trabajo fue establecer las condiciones éptimas de cultivo in
vitro de Baccharis darwinii Hook & Arn para la produccién de metabolitos con posible

actividad farmacologica.

1.2. _ANTECEDENTES

1.2.1. LA FAMILIA ASTERACEAE

La familia Asteraceae, constituye el grupo vegetal mas diverso de plantas

vasculares sobre el planeta (Bremer, 1994; Garcia, et al., 2017). Se estima que dicho
grupo taxonémico agrupa a mas de 1.500 géneros y aproximadamente 25.000
especies. Su distribucién es amplia, desde Provincia del Cabo (Sudafrica), Sur de
América, Australia, Regién Mediterranea, Rusia y Estados Unidos (Laboratorio de
Sistematica de plantas vasculares, 2013). Actualmente dentro de las Asteraceae se
reconocen diez subfamilias (APG web, 2021). Las Asteraceae son especialmente
abundantes en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales (Cabrera et al., 2000;
Funk, Stuessy y Robinson, 2009). En su mayoria son herbaceas pero pueden
encontrarse formas arbustivas, enredaderas y algunas especies arboreas. En
Argentina se reconocen aproximadamente 1.490 especies, de las cuales 387 son
endémicas (Zuloaga y Belgrano, 2015). Entre los géneros mas importantes de la
familia Asteraceae se encuentran: Senecio (1.250 especies), Vermonia (1.000),

10
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Cousinia (650), Eupatorium (600), Centaurea (600), Artemisia (550) y
Baccharis (500) (Verdi et al., 2005, Giuliano, 2014).

Las plantas pertenecientes a esta familia se caracterizan por presentar,
frutos secos denominados cipselas (bicarpelares) en las cuales los sépalos se
encuentran profundamente modificados, formando un papus o vilano de cerdas
o pelos (Marzinek et al.,, 2008). La raiz es axonomorfa, el tallo es
generalmente cilindrico, raramente alado. Las hojas son simples o
compuestas, de formas muy variadas, enteras o hendidas, de disposicion
alterna, opuesta y alterno opuesta y menos frecuente verticilas (Barroso, 1991,
Joly, 1998; Roque y Bautista, 2008; Souza y Lorenzi, 2008). Las flores se
disponen estrechamente apretadas en una inflorescencia denominada
“capitulo”, pudiendo ser capitulos solitarios en el apice del pedunculo floral, o

bien estar dispuestos en una inflorescencia compuesta.

1.2.2. EL GENERO BACCHARIS

El origen del nombre Baccharis (Bakkharis) proviene del griego y es una

antigua denominaciéon en honor a Baco, dios del vino, para algunas plantas
arbustivas El término hace referencia al olor a especias de las raices de una
planta (que luego fue llamada “Valeriana celta”). En la antigiiedad las especias
eran consumidas de forma conjunta con el vino (Kissmann Groth, 1999). El
género Baccharis (Familia Asteraceae, tribu: Astereae, subtribu: Baccharinae)
se desarrolla en el continente americano, desde Canada hasta la parte austral
de Argentina y Chile, siendo constituido por entre 400 y 500 especies (Abad y
Bermejo, 2007; Muller, 2013).

El 90% de las especies habitan en Ameérica del Sur, aunque se
distribuyen practicamente por todo el continente (Boldt, 1989; Miuller, 2006).
En Argentina se han registrado 96 especies del género (Giuliano, 2000;
Giuliano y Freire, 2011; Giuliano, 2014).

Las especies del género Baccharis generalmente son arbustos que
miden en promedio 0,5 a 4,0 m. de altura (Verdi et al., 2005; Ramos Campos,

2016), aunque se extiende también a plantas perennes herbaceas y

11
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subarbustos. La mayoria de las plantas de Baccharis se pueden distinguir por su hoja
o tallo alado, las hojas son morfologicamente diferentes y ayudan a la identificacion
(Jasinski et al., 2014). Ademas todas las hojas de las especies se caracterizan por ser
pubescentes (Freire et al., 2007).

Conocidas por los principios quimicos que poseen, las especies del género
Baccharis tienen un uso mas o menos intensivo en medicina popular y han sido
objeto de gran cantidad de estudios fitoquimicos y de actividad biolégica (Verdi et al.,
2005).

Son diversos los trabajos publicados que confirman el potencial medicinal de
las plantas pertenecientes al género Baccharis. Sustancias aisladas y extractos
fueron evaluados y demostraron poseer actividad antiinflamatoria (Florao et al., 2012;
Paul et al., 2009), antibacteriana (Betoni et al., 2006; Vivot et al., 2012), antifingica
(Lupi et al., 2009; Fabri et al., 2011; Vannini et al., 2012), antiprotozoario (Luize et al.,
2005), antioxidante (Borgo et al., 2010; De Toledo Dias et al., 2009; Mendez et al.,
2007; Oliveira et al., 2004; de Cruz Padua et al., 2010), antiproliferativa y mutagénica
(De Pinho et al., 2010; Fachinetto y Tedesco, 2009; Rodrigues et al., 2009),
antiobesidad (Souza et al., 2012), anticancerigena (De Oliveira et al.,, 2013),
antiproteolitica y antihemorragica (Januario et al., 2004), antidiabético (Oliveira et al.,
2005), antisecretor (Biondo et al., 2011), efectos toxicolégicos (Grance et al., 2008;
Nogueira et al., 2011; Padin et al., 2013; Rodrigues et al., 2009), y alelopatico (Xavier
et al., 2012). En la tabla 1, se enumeran las actividades biolégicas y constituyentes

guimicos descriptos en varias especies del género Baccharis.

TABLA 1: Actividades biol6gicas y constituyentes quimicos descriptos en

varias especies de género Baccharis.

) Extracto activo, fraccion o o )
Especie . Actividad Referencia
compuesto aislado

B. darwinii Cumarinas Antifingico Kurdelas et al., 2010

Davalos, Jiménez y
Almanza, 2007

Ext. acuoso Anti-inflamatorio

B. subulata

Ext. hexanico, diclorometano, o )
. Anti-inflamatorio Abad et al., 2006
etandlico y acuoso

12
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B. ulicina Ext. acuoso Anti- inflamatorio Davalos et al., 2007
. Antibacteriano/ .
Ext. Metandlico o Simonsen et al., 2009
Citotoxico
B. elaeoides
Ext. diclorometano:metanol Antimicrobiano Mglgaard et al., 2011
Ext. metandlico, acuoso, Antioxidante/ o
] . . o ] Zampini et al., 2009
) flavonoides y acidos fenolicos Antimicrobiano
B. incarum _
. _ Antioxidante/
Ext. Hidroetandlico o i Nufio et al., 2012
Antimicrobiano
B. magellanica Ext. Metandlico Antibacteriano Simonsen et al., 2009
o Derivado de ac. p-cumarico Antioxidante Villagomés, et al., 2006
B. santelicis
Ext. etandlico de éter dietilico Antiproliferativo Rodrigo et al., 2010
B. triangularis Flavonoides y dilactona No ensayados Petenatti et al., 2007

El género Baccharis comprende numerosas y diversas especies, sin
embargo, no existe evidencia suficiente sobre estudios morfoanatémicos,
guimicos y/o de actividad biolégica (Verdi et al., 2005; Abad y Bermejo, 2007,
Budel, 2018).

Entre los compuestos que presentaron alguna actividad farmacoldgica
de interés, se encuentran principalmente flavonoides, diterpenos y triterpenos
(Verdi et al., 2005, Budel, 2018). También se han obtenido cumarinas y aceites
esenciales (Verdi et al., 2005; Abad y Bermejo, 2007; Kurdelas et al., 2010).

Los nucleos mas representativos de metabolitos aislados del género
Baccharis spp. son Flavonoides, Terpenoides y Cumarinas.

Los flavonoides son compuestos que se biosintetizan en las plantas
vasculares. Algunos de ellos son responsables de la coloracion de las flores,
frutos y a veces hojas (Abad y Bermejo, 2007). Son pigmentos naturales que
agrupan a metabolitos secundarios formados por un anillo aromatico unido por
lo menos a un grupo oxidrilo. Por lo general estan presentes como agliconas

libres y pocas veces glicosiladas (una caracteristica de la familia Asteraceae).

13
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Se identificaron alrededor de 298 flavonoides en Baccharis spp. (Verdi et al., 2005).

Los flavonoides han sido estudiados durante décadas, por su amplia gama de
actividades biolégicas (Anzenbacher y Zanger, 2012). Numerosos estudios han
asociado los flavonoides con beneficios en la salud e importantes propiedades
antioxidantes ya que reducen la peroxidacion lipidica y el efecto negativo de los
radicales libres, contribuyendo a la reduccion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y algunos tipos de cancer (Tapia et al., 2004; Andersen y
Jordheim, 2006; Keller, 2009; Grecco et al., 2012).

Los terpenoides: inicialmente se creia que eran producidos exclusivamente
por hongos de los géneros Fusarium spp. y Myrothecium spp. y se los denominé
tricotecenos. Sin embargo en 1976 este tipo de metabolito se aisl6 en B.
megapotamica.

Jarvis et al., (1991), con el fin de encontrar el origen de estos tricotecenos en
Baccharis, demostraron, que dichos metabolitos, se biosintetizan en algunas especies
después de la polinizacién de las plantas femeninas, como en el caso de B.
coridifolia. Aunque existen pocos registros sobre la composicion de triterpenos en el
género Baccharis spp., los compuestos mas comunes son los triterpenoides de
nucleo oleandlico. (Abad y Bermejo, 2007).

Los diterpenos caracteristicos del género Baccharis son los de tipo neo-
clerodane ademas se han aislado derivados de kaurano y labdano. De B.
gaudichaidiana fueron identificados dos nuevos diterpenos clerodane, denominados
gaudichanolides Ay B y otro llamado bacchariol (Abad y Bermejo, 2007).

Baccharis es una fuente rica de aceites esenciales. Estudios realizados
demostraron que este género poseen una alta proporcion de estos compuestos,
principalmente monoterpenos y sesquiterpenos (Boldt, 1989; Harbone, 1988).

Las cumarinas: en extractos de Baccharis darwinii se aislaron tres cumarinas
llamadas 5’-hidroxiaurapteno (anisocoumarin H), aurapteno (7-geraniloxicumarina) y
5’-oxoaurapteno (diversinina). La anisocoumarina H Yy diversinina expresaron

actividad antifangica (Kurdelas et al., 2010).
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1.2.3. BACCHARIS DARWINII

También conocida como: Baccharis ulicina var. subintegridogia Kuntze;

Baccharis angulata Griseb; Neomolina darwinii Hellwig. (NV: Chilca). Es una
planta nativa, silvestre y ampliamente distribuida desde la provincia de Santa
Cruz hasta Tucuman y Formosa y desde
Mendoza hasta Buenos Aires. Crece en
Argentina en terrenos secos y francoarenosos
con tendencia calcérea de regiones semiaridas
de la Argentina (donde el promedio pluvial
anual varia de 200 a 350 mm). Aungue es una
especie sumamente polimorfa (Troiani, 1985).
Es un subarbusto perenne (Figura N° 1),
su altura varia entre 0.3-0.6 m, ramoso y
hojoso hasta el apice, glabro, laxamente
punteado-granuloso o estrigoso. Tallos basales
frecuentemente horizontales y radicantes. De

hojas sésiles y lineares de 1 a 3 cm x 1-3 cm,
agudas en el apice, enteras en el margen

(raramente con algunos dientes pequefios) en

apariencia uninervadas. Las flores son

tubulosas, pequefias, de color blanco

amarillento, con corola pentadentada en el
limbo: papus blancuzco crespo. Presenta Figura N° 1: Baccharis darwinii: A: rama florifera,
o ) B: Porcién basal de la planta; C: Hoja; D: Capitulo
individuos con flores masculinas y otras pistilado; E: Flor Pistilada; F: capitulo Estaminado;
femeninas. Las flores femeninas son G: Flor estaminada; H: Aquenio. Fuente: Flora
. . L. Argentina, Baccharis. Giuliano, 2014.

alargadas y masculinas casi esféricas.

Capitulos pedunculados, solitarios en el extremo de las ramas, formando un
conjunto corimbo folioso simple o compuesto. Capitulos pistilados con

involucro acampanado de 5-7 x 4-5 mm, filarios en 3-4 series, angostamente
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ovados, acuminados. Flores 18-27, corolas de 2-4.5 mm de largo, truncados en el
apice. Florece de Noviembre a Enero.

Los frutos son cipselas aquenios, fuertemente comprimidas, de 2,5-4 mm de
largo, ligeramente pubérulas. Papus 2-3 seriados y de un marrén muy oscuro provisto
de vilanos (Catalogo de las plantas vasculares del cono sur).

Existen diversos antecedentes quimicos y biolégicos de esta especie. Con
respecto a la composicion quimica hallada en el género Baccharis, flavonoides y
terpenoides son los mas investigados. En B. darwinii, la presencia de B-farnesano,
aurapten, 5’-oxoaurapten, y 6’,7’-epoxi- y 6’,7’-dihidroxiaurapten fueron informados
por Zdero (1986), en una muestra recolectada en la provincia Argentina de Neuquén.
Posteriores trabajos fitoquimicos han reportado la actividad antimicrobiana de los

mismos (Kurdelas et al., 2010).

1.2.4. MICROPROPAGACION

La micropropagacion es una de las aplicaciones mas generalizadas del cultivo

in vitro. A través de la micropropagacion de un fragmento (explante) de una planta
madre, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas,
denominadas clones y libres de virus o bacterias (Castillo, 2010). EIl cultivo in vitro de
plantas implica, cultivarlas dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial
(Castillo, 2010). Esta forma de cultivar el material vegetal tiene dos caracteristicas
fundamentales: la asepsia y el control de los factores que afectan el crecimiento
(Cruz, 2012). El avance alcanzado por las ciencias biol6gicas ha permitido en los
tltimos afios el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como molecular.
Actualmente es posible reproducir en condiciones de laboratorio la mayoria de los
factores que pueden incidir en el crecimiento y desarrollo vegetal, aunque en muchas
ocasiones resulta técnicamente compleja su determinacion. Por esa razon se realiza
una simplificacion de la realidad escogiendo aquellos factores que puedan
mantenerse controlados. En resumen, el cultivo in vitro de plantas es una técnica que
exige un control especifico del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se situa
al explante. Por tanto, es necesario conocer cuales son los principales factores que
deberan ser controlados (Perales et al., 2008; Berastegui et al., 2009; Castillo, 2010).
16
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El explante més empleado para los procesos de propagacion in vitro son
las yemas vegetativas de las plantas. Los envases que contienen las plantas
se ubican en estanterias con luz artificial dentro de la camara de crecimiento,
donde se fija la temperatura en valores que oscilan entre los 21 y 23°C,
ademas de controlar el fotoperiodo. Por su parte, el medio de cultivo se
compone de una mezcla de sales minerales, vitaminas, reguladores de
crecimiento, azUcar, agua y agar. La composicién del medio depende de la
especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion.

La micropropagacion ofrece una alternativa para el cultivo de las plantas
en general y las plantas medicinales en particular. Esta técnica ha sido
exitosamente empleada para abordar diferentes problematicas, desde la
produccién de plantas libres de patdogenos hasta la conservacién del
germoplasma de las especies raras o en peligro de extincion.

Las plantas propagadas in vitro han resultado ser un material uniforme,
mostrando menos variacién en su contenido de metabolitos secundarios que
sus contrapartes silvestres (Barreiro y Bolzani, 2009). Las plantas luego
pueden ser replantadas en la naturaleza para acciones de restauracion del
medio ambiente o pueden ser utilizadas en la produccién comercial
(Goleniowski, 2007).

1.2.4.1. FASES DE LA MICROPROPAGACION:

En 1974 Murashige propuso tres fases en la micropropagacion de
plantas. Fase |, establecimiento de los cultivos asépticos, Fase II;
multiplicacion del material, Fase lll; preparacion para el trasplante a suelo.
Debido a la informaciéon actual, el nimero de fases se amplié. Dentro del
proceso de micropropagacion actualmente se diferencian varias fases o
etapas:

0: Seleccion y Preparacion de la planta madre

1: Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfeccion de semillas

2: Introduccién del material seleccionado in vitro
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3: Multiplicacién de brotes

4: Enraizamiento

5: Aclimatacion

Esta secuencia de etapas abarca el ciclo completo de la multiplicacion de
plantas in vitro; puede ser aplicada a diferentes especies vegetales, en cada caso se
podran incluir simplificaciones o cambios de acuerdo a las caracteristicas de las

plantas, pero en términos generales son comunes al proceso de propagacion in vitro.

FASE O:

PREPARACION DE LA PLANTA MADRE

El inicio del cultivo in vitro es la primera etapa critica en el éxito de la
propagacion de varias plantas (Marks y Simpsom, 1989), siendo importante el tipo de
explante y el lugar de colecta (Hartmann, Kester y Davies, 2002), para contar con un
material libre de microorganismos como hongos, bacterias y levaduras (Perales et al.,
2008; Berastegui et al., 2009; Hartmann y Kester, 1998).

Se deben obtener explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo
adecuado. Para obtener dicho material vegetal, es recomendable mantener a las
plantas madre, es decir la planta donadora de yemas, durante un periodo de tiempo
gue puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses bajo condiciones controladas,
lo que permite tener en la fase siguiente explantes sanos que den una respuesta
uniforme. Generalmente se utilizan plantas en estado de crecimiento activo que
muestren un desarrollo vigoroso y sano (Perales et al., 2008; Berastegui et al., 2009;
Sharry et al. 2015). Se incluyen en esta etapa una serie de pre tratamientos como
aplicaciones de fungicidas, bactericidas e insecticidas y cultivo en condiciones
controladas de luz, temperatura y humedad relativa a fin de reducir los contaminantes

y mejorar la respuesta (Hu y Wang 1983, Orozco, 2012).

FASE 1:
DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL
Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los
cuales se obtendran los explantes. El objetivo de la desinfeccién es eliminar los
18
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microorganismos exogenos (Jiménez et al., 2017). Los contaminantes mas
comunes son los hongos y las bacterias que habitan en forma natural en el
ambiente.

Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en
condiciones de asepsia (Perales, 2004; Castillo, 2010, Sharry et al., 2015).

FASE 2:

INTRODUCCION DEL MATERIAL IN VITRO

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas
dependiendo del material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril.
En un periodo de una semana o quince dias, comienza el proceso de
germinacion o propagacion de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de

cultivo in vitro.

FASE 3:

MULTIPLICACION DE LOS BROTES

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la
FASE 1y 2 se recuperen rapidamente después de su transferencia y originen
nuevos brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas.

La proliferacion puede lograrse con el uso de sustancias reguladoras de
crecimiento, como componentes principales de un medio de cultivo
previamente establecido y un adecuado manejo del proceso. De esta forma
aumenta el nimero de plantas en cada repique o division de las plantas, y la
operacion se repite hasta lograr la cantidad de propagulos deseados (Debergh
y Maene, 1981; Hu y Wang, 1983; Debergh y Zimmerman, 1991; Rout et al.,
2000). El numero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y

de las condiciones del medio de cultivo.
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FASE 4:
ELECCION DE UN MEDIO DE ENRAIZAMIENTO DE LOS EXPLANTES

En esta etapa se favorecen la iniciacion de raices y el alargamiento del tallo. El
inicio de raices es un hecho complejo controlado por distintos componentes, cada uno
de los cuales puede ser limitante. Es necesaria una combinacion de factores para
estimular la formacion de raices y han de estar presentes en las concentraciones
adecuadas. (Debergh y Maene, 1981; Hu y Wang, 1983; Debergh y Zimmerman,
1991; Rout et al., 2000). La proliferacion de raices in vitro representa un paso critico
para éxito del proceso. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta
etapa y emiten sus raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas
nuevas, por lo tanto el proceso de multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma
simultédnea (Castillo, 2010; Indacochea, 2017)

FASE 5:

ACLIMATACION DE LOS EXPLANTOS ENRAIZADOS

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales,
de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion.

Durante este periodo la planta debe pasar por un periodo de adaptacion que le
permita desarrollar raices y brotes funcionales, asi como aumentar su resistencia a la
desecacion y al ataque de organismos patdégenos.

Las condiciones del cultivo in vitro, generan cambios en algunos aspectos
anatémicos Yy fisiologicos de las plantas, por esta causa, durante la aclimatacion, los
cambios deben ser muy graduales, para minimizar el estrés y tener mayor tasa de
sobrevivencia (Castillo, 2010; Varela, 2018).

1.2.4.2. MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivos para la produccion de los cultivos in vitro de células y
tejidos fueron desarrollados en la década de 1950. Entre los mas usados se
encuentran: Murashige y Skoog (MS), Gamborg (B5), Linsmaier y Skoog (LS), y
20
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Schenk y Hilderbrand (SH). La diferencia principal entre los diferentes medios
de cultivos se establece en la relacion entre los constituyentes. EI medio MS es
el mas usado, en particular para plantas herbaceas y para el cultivo de tejidos
en general. Los componentes del medio de cultivo son: agua destilada
(constituye el 95% del medio), fuentes de carbono, sustancias inorganicas
(macro y micronutrientes), vitaminas, hormonas y reguladores de crecimiento.
Estos componentes varian en concentracion segun el tipo de planta y de la
etapa en la que se esté trabajando. Con frecuencia se realizan modificaciones
a las formulaciones estandares ajustandolas a las necesidades fisiolégicas y a
requerimientos nutricionales de cada cultivo, lo que resulta en una herramienta
para comprender detalladamente el rol que los diferentes elementos quimicos
tienen en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Sharry et al., 2015).

Los medios de cultivo contienen sales inorganicas, macro (N, P, K, Ca,
Mg, S) y micronutrientes (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, |) en cantidades
suficientes 0 necesarias para mantener el crecimiento. El hierro se suministra
acomplejado en la forma de EDTA-ferroso, porque asegura la disponibilidad de
hierro a valores de pH 8.0. La mayoria de los medios de cultivos contienen
constituyentes organicos. Los aditivos minimos usuales son la tiamina, el acido
nicotinico y la piridoxina. En muchos cultivos resulta beneficioso el inositol a
razon de 100 mg/l. también se adiciona acido pantotenico (0,1 mg/l) y la biotina
(0,2 mg/l) (Debergh y Zimmerman, 1991; Hartmann y Kester, 1998).

Normalmente los medios de cultivo contienen una fuente carbonada
glucosa o sacarosa (ocasionalmente se ha usado fructosa e incluso almidén).
(Debergh y Zimmerman, 1991; Hartmann y Kester, 1998), como fuente de
energia. Finalmente, son adicionados diferentes reguladores de crecimiento,
siendo los mas importantes las auxinas, como estimulantes para la formacion
de raices y las citoquininas (para estimular la formacién de brotes). La adicion
simultanea de auxinas y citoquininas incrementan una rapida proliferacion
celular y la formacion de callos.

Las auxinas conocidas comprenden al acido naftalenacético (NAA); al

acido indolbutirico (IBA); el acido 2,4 diclorofenoxiacetico (2,4-D), y el acido
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indolacetico (IAA). Las requeridas con mas frecuencia son el acido 24
diclorofenoxiacetico (2,4-D) y el acido indolbutirico (IBA). El 2,4-D se utiliza en
numerosos medios de cultivo. Las auxinas promueven el crecimiento y la
diferenciacion celular, estimulan la dominancia apical, la rizogénesis, la floracion, el
crecimiento y maduraciéon de los frutos, estimula la senescencia, controlan la
abscision y el geotropismo.

Las citoquininas incluyen a la N°-benciladenina (BA), la kinetina, la la N°-
isopentil-adenina (2iP) y la zeatina. Las citocininas son conocidas por promover los
siguientes efectos fisioldgicos: inhiben la formacién de raices laterales, rompen la
latencia de las yemas axilares, promueven la organogénesis en los callos; retrasan la
senescencia 0 envejecimiento de los 6Organos vegetales; estimulan la expansion
celular en cotiledones y hojas; promueven la formacion de los cloroplastos.

Entre los sostenes inertes, el agar es uno de los productos mas utilizados. Su
calidad varia segun las distintas presentaciones comerciales. El pH y la concentracion
son los factores que mas afectan la solidificaciéon del medio. Con un pH muy bajo, el
agar no solidifica bien y tiende a deteriorarse con el calor (Anderson, 1975)

El pH es un factor muy importante en la elaboracién de un medio de cultivo,
debido a que la mayoria de las células animales y vegetales crecen a un pH que varia
entre 5,0 y 8,0; muchos elementos no estan disponibles para las plantas en
determinados pH o se hacen poco aprovechables (Hartmann y Kester, 1998). Se
utiliza un pH en el rango de 5 a 6 para lograr un crecimiento adecuado de las plantas
cultivadas in vitro. (Hartmann y Kester, 1998, Sharry et al., 2015)

Finalmente, es necesario esterilizar el material de vidrio y los medios de
cultivo. Dicho procedimiento, se realiza en autoclave a 121°C durante 10 a 20 minutos
a 0,1 MPa. Cuanto mayor sea el volumen del medio a esterilizar se necesita mayor
tiempo de esterilizacion. Las sustancias inestables deben esterilizarse por filtracion,
se afiade una alicuota al medio después de haberlo esterilizado y cuando se haya
enfriado a 35-40°C. El medio debe refrigerarse y usarse en el transcurso de unas dos
a cuatro semanas. (Hartmann y Kester, 1998).
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1.2.4.3. CONDICIONES DE INCUBACION

El material vegetal aislado se coloca en una camara de cultivo con
control de la intensidad luminica, del fotoperiodo y de la temperatura. Los
requerimientos luminicos oscilan entre 30 - 40 yJE m™ s™.. Por lo general se
usan lamparas fluorescentes blanco-frio o Gro-Lux. Los cultivos son incubados
con ciclo de luz/oscuridad de 16/8 horas. Las temperaturas Optimas de
incubacion varian con las especies. La region climatica originaria de las plantas
micropropagadas ofrece una referencia acerca de la temperatura que debe
seleccionarse. Un ambiente controlado entre 20 y 28° C, resulta adecuado, sin
embargo algunas especies pueden requerir temperaturas mas bajas. En dichas
condiciones, es importante que la humedad relativa oscile entre el 30 y el 50%,
para evitar la deshidratacion del medio. Si la salinidad es elevada, el agua
tiende a condensarse en las paredes de los envases limitando el crecimiento e
incrementando el riesgo de contaminacion (Zimmerman, 1979; Debergh y
Maene, 1981; Hu y Wang, 1983; Pierick, 1991; Hartmann y Kester, 1998;
Mroginski, Sansberro y Flaschland, 2004).

1.2.4.4. APLICACIONES Y VENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

La micropropagacion posibilita la obtencion de un gran numero de
plantulas en un corto periodo de tiempo y en un espacio reducido, permite la
obtencion de individuos libres de virus, asi como la posibilidad de propagar
vegetativamente especies recalcitrantes o para obtener una rapida
multiplicaciéon de semilleros, en los casos donde la semilla presente problemas.
(Grattapaglia y Machado 1998; Fraca, 1999).

Otros usos importantes son la multiplicacion rapida de cultivares nuevos
0 mejorados que se introducen a escala comercial provenientes de plantas que
presentan resistencia ante organismos patdégenos en programas de control de
enfermedades. El cultivo in vitro proporciona plantulas en condiciones
superiores a las obtenidas por via convencional, lo que implica una ventaja

potencial, tanto econémica como ecoldgica.
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Ademas, las técnicas de micropropagacion se prefieren a menudo a las
practicas convencionales de propagacion asexual en diversas especies debido a las
siguientes ventajas potenciales: 1) solamente una cantidad pequefia de tejidos se
necesita como explante inicial para la micropropagacion de numerosas plantas
clonicas en un afo; 2) las técnicas de propagacion in vitro posibilitan el intercambio
rapido de material vegetal entre laboratorios. La sanidad de los cultivos reduce el
peligro de la introduccion de enfermedades incluso ubicados en diferentes paises; 3)
los stocks conservados in vitro pueden ser multiplicados en cualquier momento del
afo a diferencia de la propagacién con practicas convencionales.

Las técnicas de micropropagacion ofrecen un gran potencial para estudiar el
control del crecimiento, la dormancia y los ciclos reproductivos, entre otros procesos
fisioldgicos de las plantas. Conocer los factores que controlan el desarrollo resulta en
una mayor produccion de compuestos activos o la posibilidad de biosintetizar nuevos
compuestos que no son producidos naturalmente por la planta (Pérez-Alonso y
Jiménez, 2011; Atanasov et al., 2015; Martin et al., 2018).

1.2.45. MICROPROPAGACION DE BACCHARIS:

Kajiki en 2004, demostré que la micropropagacion resulté eficiente en el
desarrollo de un protocolo para el cultivo de plantas homogéneas de Baccharis
tridentata. Sin embargo, son escasos los estudios de micropropagacion en otras
especies del género.

La composicion salina del medio MS en su formulacion completa, es
satisfactoria para el crecimiento adecuado de muchas especies de plantas cultivadas
in vitro, mientras que para otras la proporcibn de sales puede ser toxica o
innecesariamente elevada (Bhojwani y Razan, 1983). Baccharis tridentata y
Baccharis dracunfolia presentaron preferencia por medios de cultivo mas ricos en
nutrientes minerales, como el medio MS en su concentracion original (Kajiki and
Shepherd, 2006),. Sin embargo, la reduccion en la concentracion de algunos de los
macronutrientes resulta en igual o mayor crecimiento en otras especies, evidenciando
la importancia de optimizar su concentracion en el medio de cultivo para cada especie
en particular.
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La calidad de las plantas trasplantadas, el vigor de las mismas y la
cantidad y calidad de raices desarrolladas son factores muy importantes que
contribuiran al éxito de la aclimatacion.

Un protocolo de micropropagacion completo debe incluir un proceso de
aclimatacion bien establecido. Por lo tanto, la transferencia a condiciones extra
vitro sigue siendo el mayor problema para la micropropagacion de muchas
especies de plantas (Chandra et al., 2010). El enraizamiento previo no fue
necesario para B. myriocephala, haciendo que el protocolo sea mas eficiente y
de bajo costo. Sin embargo, es necesario asegurar la presencia de raices in
vitro para otras especies del mismo género (Singh y Dwivedi, 2014; Ramirez-
Mosqueda et al., 2016), E. alba (Singh et al., 2012) y Gerbera jamesonii
(Cardoso y Teixeira da Silva, 2013).
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2. MOTIVACION Y OBJETIVOS:

Las especies del género Baccharis son conocidas por los principios quimicos
activos que poseen y por el uso mas o menos intensivo en medicina popular (Verdi et
al., 2005). Han sido objeto de numerosos estudios fitoquimicos y de actividad
biologica (Gonzaga, 2005). Sin embargo, los estudios biotecnologicos de

micropropagacion en especies diferentes de Baccharis son escasos.

El cultivo in vitro, es una estrategia que permite el cultivo de plantas de interés
sin suelo. Mediante esta técnica se producen plantas principalmente de tipo
herbaceo, sin perder de vista las necesidades basicas como luz, temperatura, agua y
nutrientes. El rendimiento de los cultivos obtenidos mediante micropropagacion,
pueden duplicar el rendimiento de los cultivos tradicionales. B. darwinii es una planta
herbacea originaria de la Patagonia argentina, ya caracterizada tanto en su
composicién quimica como en su actividad antimicrobiana e insecticida (Kurdelas et
al., 2012). El cultivo in vitro constituye una herramienta que promueve la optimizacion
de procesos metabdlicos buscando mayor productividad y rendimiento. El presente
estudio podra servir como base para futuras investigaciones que permitan optimizar
las condiciones de cultivos in vitro de B. darwinii y de otras especies presentes en la
zona, con el fin de desarrollar alternativas innovadoras que permitan hacer uso de la

micropropagacion para la produccion de compuestos de interés farmacologico.
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2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las condiciones 6ptimas de micropropagacion de plantas completas
de Baccharis darwinii, a través de la micropropagacion clonal y evaluar su influencia

en la produccion de metabolitos de interés.

2.2. Objetivos Especificos

e Obtener un tratamiento de asepsia efectivo para el establecimiento in vitro de
semillas y esquejes de B. darwinii.

e Determinar las condiciones Optimas de cultivo in vitro, en lo referente a factores
fisicos, nutricionales y hormonales que permitan producir plantas que conserven

los compuestos quimicos de interés.

e Establecer la tasa de multiplicacion de las plantulas cultivadas en distintas
concentraciones de fitohormonas; inducir rizogénesis y describir las condiciones

gue la promueven.

e Establecer técnicas de cultivo efectivas de aclimatacion in vivo y evaluar la tasa

de supervivencia en invernadero y a campo.

e Determinar diferencias o similitudes en el perfil fitoquimico de plantas de B.

darwinii obtenidas en cultivo in vitro y plantas nativas.
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3. MATERIALES Y METODOS:

3.1. AISLAMIENTO Y ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS

El material de partida utilizado para el establecimiento del cultivo fue obtenido
de material vegetal adulto de campo y a través de material embrionario, semillas,
recolectado en poblaciones cercanas a la ciudad de Comodoro Rivadavia, Patagonia
Argentina (Lat. Sur 45°47°25”, Long. Oeste 67°28°28”) (Figura N° 2).

Para lograr el primer objetivo del trabajo, obtener un tratamiento de asepsia
efectivo del material vegetal de partida que nos permita el establecimiento de los

cultivos, se ensayaron los siguientes protocolos:

3.1.1. Protocolo de cultivo y asepsia a partir de semilla

Se trabajo con dos lotes de semillas procedentes de plantas silvestres
ubicadas en los alrededores de la ciudad de Comodoro Rivadavia. Un primer grupo,
recolectadas en diciembre de 2007/2008 y un segundo grupo obtenidas en noviembre
del afio 2015.

Se ensayaron tres protocolos, en todos ellos se realizaron cinco (5) lavados
con agua destilada estéril, entre cada tratamiento: a) se mantuvo la hidratacién con
agua corriente estéril por 12 h, seguida por una inmersién en solucion de hipoclorito
de sodio 3% por siete (7) minutos; b) las semillas se hidrataron con agua corriente
estéril por 24 h, luego se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio 5% por
10 minutos y, por ultimo, se introdujeron en una solucién de etanol al 98% durante un
(1) minuto c) las semillas fueron hidratadas por 12 h con agua corriente estéril, luego
se sometieron a una solucion de hipoclorito de sodio 7,5% por siete (7) minutos,
seguido por una inmersidn en solucién de etanol al 70% durante un (1) minuto; por
altimo, se sometié a las semillas a una solucién de etanol al 70% durante un (1)
minuto.

Las semillas fueron colocadas en germinadores estériles (Placas de Petri con
papel de filtro, esterilizadas en autoclave) y se hidrataron con agua destilada estéril
en el momento de la incorporacién de las semillas desinfectadas.
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Las semillas germinadas fueron transferidas a condiciones de cultivo,
en medio MS en su formulacion completa de sales y sin la adicion de
hormonas.

Como variable de respuesta se evalud el porcentaje de emergencia en

cada uno de los tratamientos ensayados.

3.1.2. Protocolo de cultivo a partir de tallo

Los segmentos seleccionados de plantas crecidas a campo (Anexo 1)
fueron lavados con agua corriente estéril. La asepsia se realiz6 por inmersion
en solucién de etanol al 70% durante cinco (5) minutos y posteriormente los
mismos fueron sometidos a una solucion de hipoclorito de sodio con una
concentracion de 20% durante diez (10) minutos. Entre cada tratamiento se
realizaron cinco (5) lavados con agua destilada estéril. Se escindieron brotes
jovenes con yemas apicales y axilares. Dichos explantes fueron cultivados en
tubos de ensayo con medio MS con la mitad de la concentracion de sus sales.
El pH se ajusté a 5,8. El medio fue suplementado con agar al 0,7% y 30
gramos de sacarosa. Se esteriliz6 en autoclave por 20 minutos a 0,1 MPa y
120°C. El material aislado se incubd en camara de cultivo a una temperatura
de 21+1°C y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

3.2. ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS Y MULTIPLICACION

De manera de poder determinar las condiciones éptimas de cultivo in
vitro, en lo referente a factores fisicos, nutricionales y hormonales, a partir de
los explantes obtenidos de material adulto, se establecieron plantas madre.
Para ello, fueron seccionados explantes de aproximadamente dos (2) cm de
longitud conteniendo meristemos pre-existentes de material crecido in vitro que
se transfirieron a tubos de ensayo.

El establecimiento de los explates se llevo a cabo en medio MS con la

mitad de la concentracion de sus sales sin el agregado de reguladores de
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crecimiento. En esta etapa, las variables de respuestas evaluadas fueron la cantidad
de yemas desarrolladas y la longitud de los brotes para cada subcultivo.

El siguiente objetivo del trabajo fue establecer de la tasa de multiplicacion, para
ello fueron realizadas cuatro combinaciones de hormonas de crecimiento en medios
de cultivo con las siguientes condiciones: tratamiento control sin reguladores y medio
MS con combinaciones IBA (0,23 pyM, 0,46 uM y 0,73 uM) y combinaciones de BAP
(2,2uM, 4,4 uMy 6,7 uM), como se detalla a continuacion:

(T1) MS basal (BM). El basal responde a una formulacion de macro y
micronutrientes, suplementados con: 30 g/L de sacarosa, compuestos organicos
(Acido Nicotinico, Piridoxina HCI, Tiamina HCI, Myo-inositol y Glicina), Agar 7%.

(T2) BM con la adicion de BAP: IBA (2,2uM: 0,23 uM).

(T3) BM con la adicion de BAP: IBA (4,4uM: 0,46 uM).

(T4) BM con la adicion de BAP: IBA (6,7uM: 0,73 pM).

Las plantulas fueron crecidas en una camara de cultivo con control de
temperatura 21 (£2) °C y fotoperiodo de 16 horas durante aproximadamente 30 dias
en un esquema de trabajo como en que se muestra en la Figura N° 3.

La variable de respuesta analizada fue cantidad de brotes desarrollados por

tratamiento y la tasa de multiplicacion entre los subcultivos y entre tratamientos.
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Figura N° 3: esquema del establecimiento de la micropropagacion de B. darwinii a partir de

segmentos nodales de plantas recolectadas de los alrededores de la ciudad de Comodoro

Rivadavia. Fuente: Modificado de Kajiki F.O., 2004.
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3.2.1. ANALISIS ESTADISTICO DE _DATOS DEL ESTABLECIMIENTO Y
MULTIPLICACION

El disefio experimental fue completamente al azar. Se realizaron tres
repeticiones, cada una de ellas conformada por 25 explantes.

Se chequearon los datos para normalidad y homocedasticidad de varianzas
(Anexo 2). En los casos en que se cumplian los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA) para cuantificar las diferencias obtenidas entre los tratamientos aplicados.

En los casos en que no se pudieron aplicar pruebas paramétricas de analisis
de varianza, se utilizaron pruebas no paramétricas (Kruskal Wallis).

Las medias de los tratamientos fueron comparadas utilizando el test de Tukey,
con un nivel de significancia de p<0.05. Se utilizé el software estadistico InfoStat®

(Balzarini et al., 2015) y planilla de calculo Microsoft Excel.

3.3. ENRAIZAMIENTO
Con el objetivo de inducir rizogénesis y describir las condiciones que la

promueven. Se trabajé con brotes de B. darwinii desarrollados en la etapa de
multiplicacién, generados en el tercer subcultivo. Los microtallos fueron
transferidos en medio MS con y sin reguladores de crecimiento, MS con la mitad
de la concentracion de sus sales y medio Gamborg.

(T1) MS basal (BM). El basal responde a una formulacion de macro y
micronutrientes, suplementados con: 30 g/L de sacarosa, compuestos organicos
(Acido Nicotinico, Piridoxina HCI, Tiamina HCI, Myo-inositol y Glicina), Agar 7%.

(T2) MS con la mitad de concentracion de sales.

(T3) MS con la mitad de concentracién de sales, con la adicion de BAP: IBA
(4,0uM: 2,0 uM).

(T4) Gamborg (BM). El basal responde a una formulacion de macro y
micronutrientes, suplementados con: 30 g/L de sacarosa, compuestos organicos

(Acido Nicotinico, Piridoxina HCI, Myo-inositol y Glicina), Agar 7%.

32



Tesis para la obtencion del titulo de Maestria en Ciencias con mencion en Quimica de Productos Naturales

En las plantulas con respuesta rizogénica la variable de respuesta

observada fue el nUmero de raices generadas.

3.4. ACLIMATACION.

La aclimatacion in vivo fue llevada a cabo en una primera etapa en condiciones
de laboratorio. Fueron seleccionaron 20 de las plantas crecidas in vitro (después de
haber permanecido 25 dias en medio de micropropagacién) y transferidas a turba:
perlita (1:3) durante 67 dias. Se evalu6 la supervivencia de las plantulas y la longitud
del tallo durante este periodo, como variable de respuesta al proceso de aclimatacion.

Posteriormente fueron transferidas a macetas y llevados a campo donde se
sigui6 su desarrollo durante 90 dias.
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3.5. COMPARACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA DE
EXTRACTOS DE B. DARWINII

Para determinar una posible modificacion en el perfil fitoquimico de cumarinas
y de flavonoides debido al cultivo in vitro, se obtuvieron extractos preparados con
muestras de B. darwinii obtenidos a campo, denominados: nativa 1y 2, y una muestra
proveniente de las plantas generadas in vitro, luego de su aclimatacion. Los cuatro

extractos fueron sometidos a la técnica de cromatografia en placa delgada (TLC).

3.5.1. PREPARACION DE EXTRACTOS

Los flavonoides son los metabolitos secundarios mas comunes en la familia de
las asteracea, han sido estudiados durante décadas, y son responsables de muchas
de sus actividades biolégicas (Anzenbacher y Zanger, 2012). En otras especies de

Baccharis fueron identificados alrededor de 298 flavonoides (Verdi et al., 2005).

Los flavonoides se encuentran en forma glicosilada y son solubles en solventes
polares como el metanol.

Las cumarinas son solubles en alcohol y también se extraen con disolventes
organicos como el éter. Las formas heterosidicas son mas o menos solubles en agua
(Miranda y Cuellar, 2012). Kurdelas et al., (2010), informaron de la actividad
antifingica asociada a la presencia de compuestos de origen cumarinico de los
extractos de Eter de Petréleo, Metanol y Diclorometano. Por lo tanto, se decidio
realizar las extracciones con estos tres solventes. También se realizdé una extraccion
con agua destilada de manera de tener un amplio espectro de solventes para la
comparacion.

Se compararon dos muestras de plantas nativas a campo (Nativa 1 y Nativa 2)
colectadas en diferentes areas de la ciudad de Comodoro Rivadavia y una de la
planta generada in vitro (Anexo 1, Figura N° 2). Se pesaron 200 mg de cada
muestras de planta disecada y molida y se les realiz6 una extraccion por maceracion
durante 24 horas, con 5 ml de uno de los siguientes solventes: Eter de Petrdleo,
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Metanol, Agua destilada y Diclorometano (Anexo 1, Figura N° 3). Cada
extraccion fue realizada por duplicado. Se obtuvieron los extractos y se
colocaron en frascos color caramelo, cerrados herméticamente y se

conservaron refrigerados a una temperatura de 4 °C.

Cada extracto fue sometido a cromatografia en capa fina (TLC). Se
utilizaron placas cromatogréficas disponibles comercialmente (Merck) con fase
estacionaria de silica gel 60F254, con dimensiones de 4,5 cm de ancho X 9 cm
de largo. Para la preparacion de las fases méviles se utilizaron, Cloroformo,
Metanol, Acetato de Etilo, Eter de Petréleo, Tolueno, Acido Acético Glacial y
Agua destilada, siguiendo las especificaciones de cada sistema de solventes
(Waner y Bladt, 2001).

3.5.2. PREPARACION Y SIEMBRA DE LA MUESTRA

Se prepararon los patrones: 2-(3,4-Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-
benzopiran-4-ona o Quercetina (para flavonoides) y la 1,2-Benzopirona o
Cumarina (para cumarinas), marca Sigma®, con una concentracion de 1 g/mL
en metanol, hasta redisolucién total. En la placa de TLC, en la linea de
siembra se colocaron con capilar aproximadamente 5ul de cada patrén y
muestra a una distancia de 0,5 cm y dejando secar por un lapso de 10 minutos
(Anexo 1, Figura N° 5).

3.5.3. PREPARACION DE LA FASE MOVIL
Se realizé la preparacion de las diferentes fases maviles (Tabla N° 2),

para conocer la composicién de los extractos, las mismas fueron tomadas de la

referencia bibliografica que se detalla en la tabla (Waner y Bladt, 2001).
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Tabla N° 2: Sistema de solventes utilizados en las Cromatografias en Placa Fina.

Metabolito a ) e
_ Fase movil Revelador Identificacion
analizar
ACETATO DE ETILO- Vapores de NH3 A 366 nm:
Flavonoides METANOL-AGUA UV 253nm Amatrillo, amarillo
(100:13.5:10) UV 366 nm verdoso, rojo.
TOLUENO-ETER 10%
_ -KOH 10% Etanol | A 366nm: azul, azul
Cumarinas ACIDO ACETICO
Absoluto verdoso.
(1:1)
N-BUTANOL-ACETICO- Vapores de NH; A 366 nm:
Flavonoides AGUA UV 253nm Amarillo, amarillo
(4:1:5) UV 366 nm verdoso, rojo.
_ CLOROFORMO-METANOL | KOH 10% Etanol | A 366nm: azul, azul
Cumarinas
(9:1) Absoluto verdoso.

Para asegurar la saturacion de las cubas, se colocaron las fases moviles en

dichas cubas, 30 minutos antes de la introduccién de las placas de TLC.

3.5.4. ELUCION Y REVELADO DE LA LAS PLACAS

Se colocaron las placas de TLC al interior de las camaras de manera vertical
(Anexo 1, Figura N° 4), quedando a 0,5 cm el borde inferior, en contacto con la fase
movil, y se cerrd6 herméticamente para que ascienda por capilaridad a través de la
placa hasta llegar 1cm antes del borde superior de la misma. Una vez alcanzado ese
punto se retird la placa y se dej6 secar bajo campana de extraccion hasta la
evaporacion total de la fase movil. Posteriormente se prosiguio a visualizar, calcular
los Rf y tomar fotos de las placas. Para el revelado de las placas se utilizé luz UV con
dos longitudes de onda, 254nm y 366nm (Anexo 1, Figura N° 5). También se
aplicaron vapores de amoniaco concentrado y solucién de hidroxido de potasio al
10%.
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4. RESULTADOS:

4.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN VITRO:

4.1.1. SEMILLAS

En los ensayos realizados con semillas obtenidas en el periodo
2007/2008, no se produjo la emergencia de plantulas bajo ninguno de los
tratamientos de desinfeccibn ensayados, mientras que las semillas
recolectadas en el afio 2015, se obtuvieron los porcentajes mas altos de
emergencia (31,7%) en semillas sometidas a hidratacion con agua corriente
por 24 h, seguido de una esterilizacién por inmersion en solucion de hipoclorito
de sodio 5% por diez (10) minutos y alcohol etilico 98% durante un (1) minuto.
(Figura N°9 a'y 9 b).
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Figura N° 9a. B. darwinii: proporcion de semillas germinadas en
respuesta a distintos tratamientos de desinfeccion. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con letras diferentes
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Figura N° 9b. B. darwinii. Semillas tratadas con hipoclorito de sodio al 5%.

Germinacion con dos (A) y quince dias (B) respectivamente.

El Andlisis de la varianza (ANOVA) (Anexo 2), revelé que las diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio, el tiempo de exposicion y la hidratacion
previa en los métodos de desinfeccion ensayados generaron una diferencia altamente
significativa sobre el porcentaje de germinacion de las semillas (Figura N° 9a).

Las plantulas obtenidas no presentaban contaminacion visible en los
germinadores. Sin embargo, cuando fueron transferidas a condiciones de cultivo, en
medio MS, se observo la proliferacion de hongos y bacterias, sobre las plantulas y en

el medio.
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4.1.2. ESQUEJES MULTINODALES

Se escindieron segmentos multinodales de B. darwinii, con yemas
apicales y axilares provenientes de material adulto de campo. Después de
esterilizarlos, los segmentos nodales, fueron inoculados en medio basal de
Murashige y Skoog, con formulacién completa, complementado con sacarosa
30 gr/L y sin reguladores de crecimiento. Fueron incubados en camara de
cultivo a 21 (£2) °C y fotoperiodo: 16 h. (Figura N° 10. A). Se observo la
presencia de compuestos oxidantes en los medios de cultivo (Figura N° 10. By
B-), en pocos dias se produjo la muerte del in6culo.

Para eludir la liberacion de compuestos oxidantes por los explantes, se
procedié sembrar los segmentos en el medio basal de Murashige y Skoog, con
mitad de la concentracion de sales y, al igual que en el ensayo anterior,
complementado con sacarosa 30 gr/L y sin reguladores de crecimiento. Fueron
incubados 30 dias en camara de cultivo a 21 (+2) °C y fotoperiodo: 16 h.
(Figura N° 11).
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Figura N° 10. B. darwinii. Inicio del cultivo; subcultivos en medio MS de formulacion completa
de sales, sin reguladores de crecimiento. A;) escision segmentos nodales; A,) siembra
segmentos nodales; B;) cultivos incubados 15 dias en cdmara de cultivo a 21 (¥2) °C y

fotoperiodo de 16 h. B,). Vista de la oxidacion del medio de cultivo.

A partir de los resultados obtenidos, se calculé la proporcién de explantes
establecidos. Fueron evaluados tres subcultivos de 30 plantulas cada uno, haciendo
un total de 90 observaciones. Se evaluaron el numero de yemas axilares
desarrolladas (Figura N° 12 y N° 13), la longitud de dichas yemas: Mayor (z4cm/Ma),
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Medio (£3cm/Me), Pequefio (x2cm/P) (Figura N° 14), presencia y cantidad de

raices desarrolladas (Figura N°15)

Figura N° 11. B. darwinii. Subcultivos en medio MS con la mitad de concentracién de sales,
sin reguladores de crecimiento. A) Inicio del cultivo. B) y C) A los 30 dias a 21°C (¥2) y
fotoperiodo de 16 hs.
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Yemas desarrolladas en los subcultivos
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Figura N° 12. B. darwinii. Desarrollo de yemas axilares en tres subcultivos
consecutivos de segmentos multinodales en medio MS con la mitad de la
concentracion de sales. Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

*S1: Primer subcultivo; S2: Segunado subcultivo; S3: Tercer subcultivo.

El N° de yemas/explante no varié significativamente entre los diferentes
subcultivos (Anexo 2.2) (p>0,05) Fig. 12. Sin embargo hubo una leve tendencia a
obtener un mayor N° yemas (2,93+1,0) en el tercer subcultivo (S3).

En el primer subcultivo (S1), la mayoria de las explantes desarrollaron entre
dos (2) a cuatro (4) yemas. El mayor porcentaje de yemas brotadas se obtuvo en el
segundo subcultivo (S2) (46%) En el tercer subcultivo (S3) la mayor proporcion de las
plantulas desarrollaron entre tres (3) y cuatro (4) yemas brotadas con 33 y 36%

respectivamente (Figura N° 13).
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Figura N° 13. B. darwinii. Distribucién de los porcentajes de yemas axilares desarrolladas en

cada subcultivo de segmentos multinodales en medio MS con la mitad de la concentracion se

sus sales.
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Se evaluo la longitud de los brotes desarrollados (Tabla N° 3 y Figura N° 14) y
se determind que en la mayor proporcion de las plantulas, la altura registrada fue de
+2 cm, para el primer y el tercer subcultivo, mientras que en el segundo se obtuvieron

yemas de tamafo medio (3 cm).

Tabla N° 3. B. darwinii. Longitud de brotes de yemas desarrolladas: Mayor (Ma)(x4 cm/Ma),
Medio (Me)(£3 cm/Me), Pequefio (Pe)(z2 cm/P) en tres subcultivos consecutivos de

segmentos uninodales en medio MS con la mitad de la concentracion se sus sales.

N° yemas ]
Longitud *
totales

desarrolladas en
. Ma % Me % Pe %
los subcultivos

Primer subcultivo 70 10 14,3 30 42 8 30 42.9
Segundo subcultivo 68 13 19,1 30 44,1 25 | 36,8
Tercer subcultivo 88 15 17,0 24 27,3 49 55,7
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Figura N° 14: B. darwinii. Distribucion de Longitud de yemas desarrolladas: Mayor (+4 cm),

Medio (£3 cm), Pequefio (2 cm) en tres subcultivos consecutivos en medio MS con la mitad

de la concentracion de sales.

En la etapa de establecimiento del cultivo, se observé que algunos de
los explantes presentaban desarrollo radicular. Se evalué presencia y la
cantidad de raices. En la Figura N° 15, se muestra que, a medida que se
avanza en los subcultivos, la proporcién de plantas que presentan desarrollo
de raices va en aumento, asi también como la cantidad de raices por plantula.
El desarrollo de raices fue de 16% en el primer subcultivo, 36% en el segundo

y 43% en el tercero.
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Figura N°15. Baccharis darwinii: A) Porcentaje de explantos que desarrollaron raices en cada

subcultivo. B) Distribucion de cantidad de raices desarrolladas en los tres subcultivos

consecutivos en medio MS con la mitad de la concentracion de sales.

* Ausente: No se observaron desarrollo de raices en el subcultivo.
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4.2. ESTABLECIMIENTO DE LOS CULTIVOS Y MULTIPLICACION

Las vitroplantas establecidas (Figura N°17) fueron transferidas al medio para
su multiplicacion siguiendo la metodologia citada. Se evalué luego la tasa de
multiplicacion que se obtuvo del cociente entre el nimero de explantes obtenidos y el
numero de explantes cultivados en cada subcultivo.

En la Tabla N°4 se registra la tasa de multiplicacion calculada en los sucesivos
subcultivos. Los explantes se desarrollaron en medio MS con la mitad de la
concentracion de micro y macro nutrientes, suplementados con reguladores de

crecimiento detallados en la metodologia.

Tabla N°4. Baccharis darwinii. Efecto de los reguladores de crecimiento en la tasa de

multiplicacién en el curso de los sucesivos subcultivos.

Reguladores (uM) Subcultivo
BAP IBA 1 2 3

- - 1,2+0,58 1,65+ 0,89 1,62 0,75
2,20 0,23 3,17 £ 0,70 2,1+0,84 1,96 + 0,60
4,40 0,46 3,00+1,18 2,84+134 2,31 +0,79
6,70 0,73 256+1,12 3,23+1,18 2,40+0,71

Se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de

multiplicacién entre cultivos con y sin agregado de reguladores de crecimiento

(Anexo 2.3). Sin embargo dichas diferencias no resultaron significativas

cuando se analizaron los resultados obtenidos entre cultivos sometidos a

diferentes tratamientos con fitohormonas (Figura N°16). La mayor tasa de

multiplicacién obtenida fue en el segundo subcultivo (3,23 + 1,18) cuando se
incrementd la concentracion BAP: IBA (6,7 uM: 0,73 uM).
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Figura N°16. B. darwinii. Tasa de multiplicacion, desarrollo de brotes en distintas
concentraciones de reguladores de crecimiento. (T1): MS basal (BM): (T2): BM con la adicion
de BAP: IBA (2,2 uM: 0,23 uM). (T3): BM con suplementado con BAP: IBA (4,4 uM: 0,46 uM)
(T4): BM con BAP: IBA (6,7 uM: 0,73 pM). Medias con una letra diferente muestran
diferencias estadisticamente significativas, (p < 0,05).
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Figura N°17. Baccharis darwinii. Etapa de multiplicacion en medio MS con la mitad de
concentracion de sales (a) Aspecto de brotes al inicio de los cultivos (b) Aspecto de planta de
30 dias después de su siembra, en medio 2 MS sin el agregado de reguladores de
crecimiento. (c) Plantula cultivada en medio ¥2 MS con la adicién de BAP: IBA (2,2 uM: 0,23

MM).
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4.3. ENRAIZAMIENTO

La Figura N°18 muestra los resultados obtenidos donde la mejor respuesta
rizogénica se observo en el tratamiento libre de fitohormonas y en medio Gamborg
(84%) (Figura N°19) luego de 30 dias en camara de cultivo a 21°C (£2) y fotoperiodo
de 16 h.

Respuesta rizogénica
100

90
80
70
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50
40 ~

Porcentaje de desarrollo de raices

30
20 -

10 +
0 . . i—
T1 T2 T3 T4

Tratamiento

Figura N°18. B. darwinii. Desarrollo de raices en respuesta a las distintas concentraciones
de sales ensayadas en medio MS sin y con reguladores y en medio de Gamborg.

*T1: MS completo, T2: MS mitad de sales, T3: MS mitad de sales suplementado con
BAP:IBA (4,0:2,0uM), T4: Medio Gamborg.
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e

Figura N°19. B. darwinii. Raices formadas después de 25 dias de cultivo en medio Gamborg
completo, sin reguladores del crecimiento y fotoperiodo 16 hs.
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4.4. ACLIMATACION

La etapa de aclimatacion (Figura N° 20) se llevdé a cabo sin inconvenientes,
logrdndose una supervivencia de 94% de las plantulas seleccionadas. Después de los
67 dias, se registr6 una altura promedio del tallo de 30 cm de y un desarrollo

radicular, con una longitud promedio de 18,5 cm (Figura N° 21y 22).

Figura N°20. B. darwinii. A) Plantulas en el inicio de la aclimatacién. B) y C) Plantas a 10 dias
de cultivo en turba: perlita en camara de cultivo.
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Figura N°21. B. darwinii. Planta descalzada luego de 67 dias del periodo de aclimatacion,

previo a transferencia a maceta.
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Figura N°22. B. darwinii. Grafico de medias de intervalo para la altura de plantas de B.

darwinii durante el periodo de aclimatacion.

Al concluir los 67 dias en laboratorio, las plantas fueron transferidas a macetas
y llevadas a campo (Figura N° 23). Después de tres meses de trasplantadas, no se
observaron diferencias significativas entre las plantas (Figura N° 24). Se desarrollaron

en forma normal y similar sin aparentes cambios en la morfologia de los individuos.
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Figura N° 23. B. darwinii. Aspecto de las plantas transferidas a macetas a los

45 dias de cultivo en laboratorio.

Figura N° 24. B. darwinii. Plantas en macetas en etapa de rustificacion luego

de tres meses a campo.
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4.5. COMPARACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA DE
EXTRACTOS DE B. DARWINII

El analisis de las cromatoplacas, mostro la presencia de diversas potenciales

biomoléculas en el extracto de hojas y tallo de la planta (Anexo 3)

Los constituyentes fitoquimicos dieron diferentes valores de Rf en las distintas
fases moviles. Estas variaciones de Rf proporcionan un dato importante en el
entendimiento de la polaridad y también ayuda en la seleccion de sistemas de
solventes apropiados para la obtencion de compuestos puros mediante otros métodos

de separacion.

El analisis de las TLC confirmd la presencia de componentes bioactivos
cuando las placas fueron sometidas a luz UV tanto de 253 nm y 366 nm y se
determinaron los valores de Rf y color de los patrones y para cada banda de los
distintos extractos, en los diferentes sistemas de solventes ( Anexo 3 y Anexo 4).

Es probable que las bandas detectadas contengan la presencia de mas de un
metabolito pero, para efectos practicos en el analisis de los resultados y teniendo en

cuenta las limitaciones de esta técnica, se tomo cada banda como un compuesto.
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Figura N° 25. Placas Cromatogréficas de Extractos de B. darwinii: Q: patrén de Quercetina;
N1: Extracto de Planta Nativa, N2: Extracto de Planta Nativa; V: Extracto de Planta In Vitro, C:
patrén de Cumarina. A) Extracto de Eter de petréleo. Fase movil: Cloroformo: Metanol (9:1)
Deteccion: vapores de Amoniaco. B) Extracto de Eter de petroleo. Fase movil: Acetato de
Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10) Deteccion: vapores de Amoniaco

El analisis cromatografico en capa delgada de los extractos reveld la
presencia de compuestos con caracteristicas de migracién similares al
estandar de Cumarina cuando se lo observé a 253 nm. Al ser tratadas con la
solucién etandlica de Hidréxido de Potasio al 10% y sometidas a luz UV 366
nm, se pudo observar una fluorescencia azul intensa. El eluyente influye en la
posicion de las manchas (Rf) y varia para cada sistema. Sin embargo, la
fluorescencia de las manchas es mas especifica del tipo de sustancia, aunque
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no permita identificar sustancias concretas, sino grupos fitoquimicos. Por tanto, la
presencia de fluorescencia azul en las placas, al ser tratadas con el revelador,
reforzaria la conclusion que se trata de cumarinas, tanto en los extractos metandlicos,

etéreos, diclorometandlicos y acuosos.

También se observo en las cromatoplacas la presencia de manchas rojas,
especialmente en los extractos etéreos y metandlicos, con un Rf igual al frente de
corrida. Dichos compuestos podrian tratarse de clorofilas. Su presencia se evidencia
en las placas reveladas con vapores de amoniaco, como manchas de color oscuras

en el frente de corrida (Figura N° 25).

De las cuatro fases mdviles ensayadas, el sistema de Cloroformo: Metanol
(9:1) fue en el cual se obtuvo la mejor resolucion y separacién los compuestos
presentes en los extractos. En el sistema BAW (n-Butanol: Acido Acético Glacial:
Agua), se observo una mejor separacion de los metabolitos extraidos con metanol e
identificados como flavonoides, por presentar color amarillo-naranja al ser sometidos
a vapores de amoniaco. Sin embargo, los compuestos que presentaron reactividad
con la solucibn de KOH 10%, empleada para el revelado de cumarinas, no se
separaron de forma eficiente, teniendo un Rf casi similar al frente de corrida. De la
misma forma, con el sistema Acetato de Etilo: Metanol: Agua se observé una
separacion de los compuestos identificados como flavonoides, pero no los

compuestos identificados como cumarinas.
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Figura N° 26. Placas Cromatograficas de Extractos metandlicos de B. darwinii: Q: patrén de
Quercetina; N1y: Extracto Metanolico de Planta Nativa, N2y: Extracto Metanolico de Planta
Nativa; Vy: Extracto Metanolico de Planta In Vitro, C: patrén de Cumarina A) Fase movil:
BAW (4:1:5), revelado: UV 253 nm. B;) Fase movil: Cloroformo: Metanol (9:1), revelado: UV
253 nm. B;) Fase movil: Cloroformo: Metanol (9:1), revelado: UV 253 nm y KOH 10%.
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Debido a que la actividad antifungica informada por Kurdelas (2010) fue
adjudicada a la presencia de cumarinas. Se ensayo otra fase movil para lograr una
una mejor resolucién de las bandas posiblemente asociada a estos compuestos. Se
empled una fase movil de Tetracloruro: Metanol (9:1), para los extractos obtenidos

con Metanol, Eter de Petréleo y Diclorometano (Figura N° 27 y 28)

e |

Figura N° 27. Placas Cromatograficas con Fase Movil: Tetracloruro: Metanol (9:1), revelado
bajo luz UV 253 nm: A) Extracto Metanolico B) Extracto de Diclorometano C) Extracto de Eter
de petréleo.* Q: patron de Quercetina; N1: Extracto de Planta Nativa, N2: Extracto de Planta

Nativa; V: Extracto de Planta In Vitro, C: patron de Cumarina.
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N1,N2, C  Q V,

NI;N2:C Q V;

Figura N° 28. Placas Cromatograficas con Fase Mdvil: Tetracloruro de Carbono: Metanol
(9:1) bajo luz UV 366 nm: A) Extracto de Diclorometano B) Extracto Metandlico C) Extracto de
Eter de petréleo.* Q: patron de Quercetina; N1: Extracto de Planta Nativa, N2: Extracto de

Planta Nativa; V: Extracto de Planta In Vitro, C: patron de Cumarina.
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El sistema Tetracloruro: Metanol (9:1) presenté una mejor resolucién de la
cromatografias, logrando la separacion de compuestos que, en los sistemas
anteriores, habian migrado conjuntamente y se observaron como una Unica banda
(Figura N° 27 y 28). Obteniéndose para el extracto de metanol, tres (3) puntos con los
siguientes Rf: 0,39; 0,57; 0,66 para la planta Nativa; y para la muestra de planta
Nativa,. Mientras que en el extracto de la planta generada in vitro se observaron dos
compuestos con Rf: 0,5y 0,66. En las placas donde se corrieron los extractos etéreos
se observaron cuatro (4) manchas 0,40; 0,5; 0,67 y 0,90 para la planta Nativa;, cinco
(5) para la planta Nativa,: 0,40; 0,5; 0,67; 0,74 y 0,90 y tres (3) para la planta in vitro:
0,43; 0,65 y 0,88. En el extracto diclorometandlico se observaron cuatro (4) 0,28;
0,37; 0,39 y 0,63 para la planta Nativa; y cinco (5) para la planta in vitro: 0,31; 0,39;
0,62; 0,70y 0,92.

No todas las bandas presentaron reactividad cuando se los tratd6 con la
solucion reveladora para cumarinas, indicando que en los extractos, también se

encontraban presentes otros compuestos.
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5. DISCUSION

Conocidas por los principios quimicos que poseen, las especies del
género Baccharis spp. tienen un uso mas o menos intensivo en medicina
popular y han sido objeto de gran cantidad de estudios fitoquimicos y de
actividad biolégica (Verdi et al., 2005) . Son diversos los trabajos publicados
que confirman el potencial medicinal de las plantas pertenecientes al género
Baccharis spp. Sin embargo los estudios biotecnolégicos de micropropagacion
en la especie B. darwinii son escasos. (Kajari, 2004). Como respuesta
tecnolégica se han evaluado diferentes alternativas para aumentar la
disponibilidad de plantas a muy corto plazo, lo que es imposible de obtener en
nuestro medio con métodos convencionales (propagacion por estacas), pero si
es posible mediante el cultivo “in vitro”.

El presente estudio fue llevado a cabo para el desarrollo eficiente y
reproducible de un protocolo de micropropagacion clonal y posterior
aclimatacion de B. darwinii, una planta autéctona de la Patagonia, con
potencial farmacoldégico.

En el inicio del cultivo de Baccharis resulta necesario definir la forma de
produccién de los explantes. La generacion de plantulas a través de la
germinacién de semillas del género Baccharis ha sido informada en otras
publicaciones (Gomes y Fernandes, 2002; Tucat, 2015; Leyva y Peralta, 2019).
En nuestro estudio, se evaluaron diferentes agentes y tiempos de desinfeccion
y promotores de la germinacion para obtener plantulas in vitro. ElI mayor
porcentaje de germinacién obtenido fue de 31,7 %. Berastegui et al. (2010),
habian informado en su trabajo un porcentaje de germinacion similar al
obtenido (35 +11) % y coincidiendo en lo informado por Santos (2016) para B.
dracunculifolia DC. También han sido reportados porcentajes menores (1%),
como los obtenidos por Araoz et al., (2016) y Moreno-Pizani (2019). Dicha

baja tasa de germinacién, puede ser atribuida a la maduracién heterogénea de
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las semillas de las Asteraceas, resultante en una alta proporcion de aquenios vanos
(Tardaguila, 2004; Araoz et al., 2016).

Los protocolos de desinfeccion aplicados a las semillas de Baccharis darwinii
recolectadas no dieron resultados positivos. Las plantulas obtenidas no presentaban
contaminacion visible en los germinadores. Desafortunadamente el 100% de los
explantes provenientes de todos los protocolos de desinfeccion estuvieron infectados
cuando fueron transferidos al medio de cultivo, indicando que los protocolos de
asepsia ensayados, no fueron los suficientemente eficaces para la desinfeccion de las
semillas. La asepsia y esterilizacion del material vegetal es clave en el inicio del
cultivo in vitro.

Entre los factores que afectan la viabilidad del material vegetal en el
establecimiento del cultivo, se menciona el tratamiento de asepsia, también se sefala
la importancia y el tipo de explante, el estado de desarrollo y el estado fisiologico del
mismo, ademas del medio nutritivo y de las condiciones de cultivo (Sharry et al.,
2015). Los resultados obtenidos en este trabajo no permitieron ajustar un protocolo de
desinfecciéon de semillas, y posterior introduccion in vitro para obtener plantas
axénicas, que luego constituyan una fuente de explantes para la multiplicacion. En
nuestro estudio utilizamos segmentos nodales jovenes de plantas madres a campo
para la iniciacion del cultivo.

La asepsia y posterior establecimiento del material de campo se optimizaron
con el uso de una solucién de etanol al 70%, posteriormente de hipoclorito de sodio al
20%. Los segmentos seleccionados, y desinfectados fueron inoculados en medio MS,
utilizado por Kajiki and Shepherd en 2006 en B. tridentata. Ellos demostraron que la
composicion salina del medio bésico MS resulté adecuada para el cultivo de dicha
especie, donde se observaron los mejores resultados de proliferacion, el mismo
comportamiento, se registro en el desarrollo de plantulas de B. myriocephala.

Por otra parte, Paiva et al (1997) realizaron ensayos de micropropagacion MS
con el 50% de la concentracion de sus sales y obtuvieron un buen desarrollo in vitro
de B. gloxinia. Las plantas de la B. myriocephala y B. tridentata (Kajiki and y
Shepherd, 2006), mostraron los mejores resultados de proliferacién en el medio MS
completo de sales.
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En general los valores de pH 5,5-5,8 favorecieron el crecimiento de las
especie Baccharis tridentata, y Baccharis dracunfolia. Varios estudios
mostraron que las mencionadas concentraciones de iones resultaron ser las
mas convenientes, ciertamente por favorecer la solubilidad de la mayoria de
los nutrientes minerales, siendo estos valores los mas utilizados en el cultivo
de tejidos (Caldas et al., 1998).

Sin embargo, en nuestros ensayos, el material vegetal presenté una
fuerte oxidacion (caracterizada por el oscurecimiento de los explantes y del
medio) que puede ser atribuido a la presencia de compuestos oxidantes
liberados por los segmentos inoculados. En algunas especies, durante la etapa
de aislamiento, ocurre la liberacibn de compuestos fendlicos por las células
dafadas, causado por los agentes desinfectantes en la asepsia, los cortes, los
cambios en el pH, la composicion del medio de cultivo, como asi también el
volumen y la calidad del frasco de cultivo (Grattapaglia y Machado, 1998; Van
Staden, 2006). Dichos metabolitos difunden rapidamente al medio de cultivo y
resultan toxicos para el explante. La oxidacidn esta estrechamente relacionada
con el estrés oxidativo que sufren las células cultivadas in vitro provocando la
estimulacién del metabolismo de los compuestos fendlicos (Azofeifa, 2009).

En la practica existen varias estrategias para eludir los procesos de
oxidacion durante el cultivo: usar explantes en estado juvenil o en crecimiento
activo, disminuir la intensidad de la luz de cultivo, disminuir la temperatura,
realizar subcultivos con frecuencia, inocular el explante en medio liquido,
agregar antioxidantes al medio, disminuir el pH, agregar adsorbentes como
carbon activado, disminuir la duracion de la esterilizacion del explante o
cambiar el agente desinfectante, incrementar las sales de calcio y reducir los
niveles de nitrato (D’Silva y D’Souza, 1993; George, 1996; Harikrishnan, et al.,
1997; Aliyu, 2005, Sharry, 2015; Naranjo y Gomez, 2017). Es conocido que la
composicion salina del medio MS es satisfactoria para el crecimiento adecuado
de muchas especies de plantas, mientras que para otras especies resulta
toxico (Sharry et al., 2015). Por lo tanto, para minimizar la presencia de

compuestos oxidantes en el medio, los segmentos fueron sembrados en medio
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basal de Murashige y Skoog, con mitad de la concentracion de sales, complementado
con sacarosa 30 gr/L y sin reguladores de crecimiento. Pudimos verificar que
reduciendo la concentracion salina, y realizando subcultivos con mayor frecuencia, la
concentracion de compuestos oxidantes liberados por los explantes se redujo
notoriamente, permitiendo el establecimiento del cultivo y desarrollo de las
vitroplantas.

En la primera etapa de establecimiento, la tasa de proliferacion a través de los
subcultivos fue en aumento. EI mayor rendimiento promedio (2,93 + 1,08
yemas/explante) se obtuvo en el tercer subcultivo. En la etapa de micropropagacion
de brotes, los resultados mostraron que la combinacién de BAP: IBA influencian la
diferenciacion celular y organogénesis en cultivo de tejidos y érganos (Masondo et al,
2014). En nuestros ensayos se observaron diferencias estadisticamente significativas
en los tratamientos con vy sin fitoreguladores. De acuerdo a la literatura, las auxinas
(IBA), intervienen en el crecimiento y desarrollo de las plantas porque afecta la
division celular, elongacion y diferenciacion (Leyva y Peralta, 2019). Las citocininas
inducen la formacion de brotes adventicios e inhiben la formacion de raices,
promueven la multiplicacién de tallos y proliferacién de yemas laterales, a través de la
disminucién de la dominancia apical (Sharry et al, 2015). Una gran variedad de
citoquininas han sido utilizadas debido a que promueven la divisidbn celular y
estimulan la iniciacion y crecimiento de brotes (Saini, 2013).

Cuando la concentracién de citocininas es proporcionalmente superior a la
concentracion de auxinas, se promueve la multiplicaciéon de brotes (KPI, 2015). La
tasa de multiplicacion mas alta (3,23 + 1,18) se registré con la combinacion de BAP:
IBA (6,7 uM: 0,73 uM). Los efectos de BAP, observados en el presente estudio,
estdn en consonancia con los informados por otros autores (Kajiki y Shephered,
2006). Berastegui et al, (2010) obtuvo una tasa de multiplicacion mas alta (2,06 +
1,18) para B. darwinii y con la combinacion de BAP: IBA (4,0 uM: 2 uM). Grattapaglia
y Machado (1998), demostraron que la fitohormona BAP adicionada al medio de
cultivo ha sido eficaz para promover la multiplicacion en diversas especies.

El enraizamiento del cultivo in vitro es una etapa importante de la
micropropagacion. Las plantas no siempre enraizan con tanta facilidad, es bien
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conocido un trabajo clasico de Skoog y Miller (1957), citado por Murashige en
1974 la necesidad de una alta concentracion de auxinas y una baja de
citocininas para que ocurra el enraizamiento.

Algunas especies de Baccharis presentan un desarrollo radicular
espontaneo, como informan Singh y Dwivedi (2014) para B. myriocephala, sin
embargo, para otras especies del mismo género, es necesario el desarrollo de
un protocolo que induzca la formacion de raices (Ramirez-Mosqueda et al.,
2016).

De Bona (2004) concluy6é que la propagacién vegetativa de
Baccharis trimera por medio de estacas es viable y la especie presentd un
mayor porcentaje de enraizamiento (100%) en invernadero, mientras que en B.
stenocephala y B. articulata presentaron una proporcion de raices de 50 y
30% respectivamente.

La mejor respuesta rizogénica (84%) de las vitroplantas de B. darwinii
cultivadas in vitro se obtuvo en medio Gamborg sin la adicién de fitohormonas
después de 25 dias de cultivo. Algunos autores indican que las hojas jovenes
de los explantes constituyen una fuente rica de auxinas, no siendo necesaria
su adicion al cultivo de muchas especies (Grattapaglia y Machado, 1998),
ademas de la citoquinina enddgena puede ser lo suficientemente baja,
asegurando la proporciébn adecuada entre estos reguladores para el
enraizamiento de las plantulas. Dicho proceso también fue observado en la
etapa de establecimiento del cultivo, cuando las plantulas fueron crecidas en
medio MS con la mitad de sales y sin la adicion de reguladores. En nuestros
ensayos a medida que se avanzaba en los subcultivos, aumentaba la
proporcion de explantes que desarrollaban raices, asi también como la
cantidad por plantula, 16% en el primer subcultivo, 36% en el segundo y 43%
en el tercero.

Un protocolo de micropropagacion completo debe incluir un proceso de
aclimatacion bien establecido. Por lo tanto, la transferencia a condiciones
exteriores sigue siendo el mayor problema para la micropropagacion de

muchas especies de plantas (Chandra et al., 2010).
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La calidad de las plantas trasplantadas, el vigor de las mismas y la cantidad y
calidad de raices desarrolladas son factores muy importantes que contribuiran al éxito
de la aclimatacion.

El cultivo de tejidos puede generar cambios estructurales y fisioldgicos que
hace a las plantas mas susceptibles al trasplante (Masondo et al., 2014).

La pérdida de agua es uno de los principales factores de riesgo en la
aclimatacion, ocurriendo en las primeras horas después de la transferencia de las
plantulas. Pre tratamientos utilizados para evitar la deshidratacion son aplicados para
aumentar la sobrevivencia de los cultivos (Kajiki y Shephered, 2006). Este problema
fue sorteado, empleando bolsas de polietilieno sobre las plantas, de manera que la
pérdida de agua por estas no se produjera en forma brusca.

La etapa de trasplante o de transferencia de la planta de la condicién in vitro a
extra vitro, es critica en algunos casos y puede ser un limitante para la
micropropagacion. En nuestro estudio para B. darwinii la transferencia de las
vitroplantas a condiciones extra vitro, en invernadero, resultd en una supervivencia
del 94% de las plantulas. Otros trabajos, reportaron una supervivencia a invernadero
de 78% de plantas viables de B. darwinii (Berastegui et al., 2010).

Durante la etapa de transferencia a campo, se observé su crecimiento y luego
de aproximadamente tres meses se comprobd que las plantas se desarrollaron en
forma normal y similar a las naturales sin aparentes cambios en la morfologia de los
individuos.

De acuerdo a nuestros ensayos, las condiciones Optimas para la
micropropagacion y rustificacion de plantas de B. darwinii se logr6 mediante la
utilizacion del medio MS con la mitad de la concentracion de sus sales y con la
combinacién de BAP: IBA (6,7 uM: 0,73 pM), a la cual se registré la tasa de
multiplicacion mas alta (3,23 + 1,18).

Los usos medicinales de las especies del género Baccharis han sido
vinculados a la composicion quimica de este, basada principalmente en flavonoides,
diterpenos y triterpenos, cumarinas y aceites esenciales. En B. darwinii, se determiné
la presencia de [B-farnesano, aurapten, 5-oxoaurapten, y 6,7’-epoxi- y 6’,7’-
dihidroxiaurapten fueron informados por Zdero (1986), en una muestra recolectada en
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la provincia Argentina de Neuquén y posteriores trabajos han reportado la
actividad antimicrobiana de los mismos (Kurdelas et al., 2010).

El método de analisis por TLC constituye una primera aproximacion y
una etapa preliminar imprescindible a la hora de optimizar la aplicaciéon de
meétodos analiticos mas precisos y sofisticados, como la técnica HPLC. En el
trabajo realizado se observo que los métodos de extraccion que se utilizaron
fueron eficientes en la obtencion de compuestos bioactivos. Los extractos
crudos de B. darwinii de metanol, éter y diclorometano resultaron mas
eficientes en la obtencion de metabolitos. Ya que, en los diferentes sistemas
cromatograficos ensayados se observaron bandas que responden a los
criterios de identificacion de cumarinas. Kurdelas (2010), informo que
extractos de Eter de petréleo, Metanol y DCM presentaron actividad
antifingica, la cual estéd asociada a las cumarinas, confirmando la presencia de
estos compuestos en los extractos analizados.

Segun Brunetti et al., (2013) el entorno natural propicia desafios que las
plantas deben enfrentar para sobrevivir y desarrollarse. La presion del
ambiente con sus factores biéticos y abidticos (Walters, 2005), la competencia
generada por plantas vecinas, el cambio en la disponibilidad de nutrientes,
temperatura e irradiacion influyen de manera diferente en cada planta
generando un cambio en su metabolismo (Kusano et al., 2011 citado por
Brunetti el al., 2013). Debido a esto, es esperable encontrar diferencias en el
perfil fitoquimico de las plantas obtenidas mediante cultivo in vitro cuando se
las compara con las plantas nativas. En nuestro trabajo, el andlisis por
cromatografia de capa delgada (TLC) de los extractos crudos de B. darwinii
presentaron un patron de bandas de compuestos bioactivos similares para las
distintas muestras, tanto para las dos muestras de plantas nativas como para
la muestra de la planta cultivada in vitro. Sin embargo se observaron algunas
variaciones en la cantidad de compuestos producidos, lo que hace suponer
gue el meétodo de cultivo tuvo influencia en el metabolismo secundario de esta

especie. También se evidenciaron diferencias en el perfil fitoquimico de las
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muestras obtenidas en plantas nativas de distintas zonas de la ciudad de Comodoro
Rivadavia.

Podriamos concluir que las condiciones de cultivo, en lo referente a factores
fisicos, nutricionales y hormonales tuvieron influencia sobre el metabolismo
secundario y en la produccién de compuestos de interés de la planta cultivada in vitro
cuando fue comparada con la planta desarrollada en su ambiente natural.

Para una evaluacion mas precisa del perfil fitoquimico de la planta, seria
recomendable la utilizacion de otro método de identificacion (HPLC, GCMS o RMN),
gue permita corroborar la identidad de los compuestos observados en las TLC asi

como su cuantificacion.
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6. CONCLUSIONES

En la busqueda de metabolitos bioactivos a partir de especies de la flora
patagonica Argentina se evaluaron diversos meétodos con el objetivo de
estudiar las condiciones Optimas de micropropagacion de plantas completas de

Baccharis darwinii, a través de la micropropagacion clonal.

Se aplicaron diferentes métodos de propagacién in vitro y para ello, se
probaron diferentes explantes, protocolos de desinfeccién y medios de cultivo.
Se buscoé superar el cuello de botella que implica la desinfeccion y
establecimiento de los explantes en los medios de cultivo para lograr el
establecimiento de las plantas. Desafortunadamente los protocolos de asepsia
ensayados, no fueron los suficientemente eficaces para la desinfeccion de las
semillas. El cultivo in vitro, en este caso, se mostr6 como un método poco

eficaz para mejorar la respuesta a la germinacion.

Se desarrollé un protocolo eficiente para la induccion y multiplicacion de
plantas de Baccharis darwinii. Protocolo que permitirAd superar la diversidad

genética por el uso de aquenios.

El estudio de los requerimientos para la micropropagacion de B.
darwinii, permitird avanzar en las metodologias in vitro, en particular con las
plantas nativas de interés farmacoldgico dado que la produccion en masa
alcanzada en los ensayos facilita la disponibilidad de material vegetal
seleccionado que permitiria la evaluacién bioldgica (actividades antifungica y
antioxidante), asegurando la conservacion ex situ de la especie. Este estudio
permitié desarrollo de un método de propagacion eficaz de B. darwinii. Por otra
parte, este estudio aporta estrategias biotecnolégicas para la conservacion y
uso de un recurso fitogenético patagonico que puede aprovecharse en la

recuperacion de areas degradadas
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Anexo 1

Figura N° 2. Muestras de B. darwinii recolectadas para realizar las extracciones. A)

Planta cultivada in vitro y rustificada. B) Planta Nativa. C) Mortero de preparacion de

muestras.
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Figura N° 3. Maceracion de la
muestras de planta madre de B.
darwinii con los diferentes solventes: A)
Extracto Etéreo, Metandlico y Acuoso
de las plantas obtenidas in vitro. B)
Extracto con Diclorometano de las
plantas obtenidas in vitro (derecha) y

de la planta nativa (izquierda).

Figura N° 4. Corrida de la cromatografia en tres de los sistemas.

91



Tesis para la obtencion del titulo de Maestria en Ciencias con mencion en Quimica de Productos Naturales

Figura N° 5. A) Proceso de sembrado de placas. B) Placa sembrada vista bajo luz UV
253 nm. C) Placa sembrada vista bajo luz UV 366 nm
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Anexo 2
ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

2.1 GERMINACION

Medidas resumen

Variable Media Var(n-1)

RDUO_Germinacién 0.00 0.01

Prueba formales de Normalidad: Prueba de bondad de ajuste
(Kolmogorov)

Variable Ajuste media _varianzan n__ Estadistico D p-valor

RDUO _Germinacién Normal(0,0.01) 0.00 0.01 17 0.32 0.0569

Prueba No formales de Normalidad: QQ plot e Histograma de residuos

QQ plot % Germinacion

6.02 N=18r=0.971 (RDUO_% de germinacion) D

2.85

-0.321

-3.49

Cuantiles observados(RDUO_% de germinacion)

T T T
-6.67 -3.49 -0.32 2.85 6.02
Cuantiles de una Normal(-8.3884E-016,10.284)
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Histograma

Ajuste: Normal(0.000,10.284)
0.477

0.35

0.23

frecuencia relativa

0.12

0.00 T T T T 1
-7.94 -4.89 -1.84 1.20 4.25 7.29

RDUO_% de germinacion

e Pruebaformales de Homocedasticidad — Test de Levene
Analisis de la varianza de los residuos

Variable N R2 R2 Aj CV
RABS Germinacion 17 0.19 0.07 160.36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 0.02 2 0.01 1.64 0.2291
% de NaClO 0.02 2 0.01 1.64 0.2291
Error 0.09 14 0.01
Total 0.11 16

e Pruebano formales de Homocedasticidad: Dispersion de resiudos de Varianza

Homocedasticidad de varianza

3.179

germinacion

-0.32- .

RDUO_% de
L ]

r T T T d
-1.58 7.13 15.83 2454 33.25
PRED_% de germinacion
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Andlisis de la varianza (ANOVA)

Variable N R2 R2 Aj CVv
% de germinacion 18 0.93 0.92 24.50
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. sC _ d CM F p-valor
Modelo. 2210.85 2 1105.43 94.85 <0.0001
Concentracion 2210.85 2 1105.43 94.85 <0.0001
de NaClO
Error 174.82 15 11.65
Total 2385.68 17

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=5.66003
Error: 11.6549 gl: 15

Concentracion de NaClO Medias n E.E.

3% 0.00 6 1.39 A

7.50% 17.31 9 1.14 B

5% 31.67 3 1.97 C

Medias con una letra diferente son significativamente diferentes (p < 0.05)

2.2 NUMERO DE YEMAS

Medidas resumen

Variable Media Var(n-1)
RDUO Yemas 0.00 1.60

Prueba formales de Normalidad: Prueba de bondad de ajuste
(Kolmogorov)

Variable Ajuste media varianza _n__Estadistico D p-valor
RDUO_Yemas Normal(0,1.6) 0.00 1.60 90 0.19 0.0031

Prueba No formales de Normalidad: QQ plot e Histograma de residuos

QQ plot - Normalidad

311" 90 r=0.964 (RDUO_Numero de yemas)

1.56

0.00

-1.56

Cuantiles observados(RDUO_Numero de yemas)

. % 0 0%%%

T T T 1
-3.11 -1.56 0.00 1.56 3.11
Cuantiles de una Normal(1.9787E-015,1.6)
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0.367

0.27

0.181

frecuencia relativa

Normalidad - Histograma
Ajuste: Normal(0.000,1.600)

.

0.094

7

0.00 T
-3.40 -2.60

T T T
-1.80 -1.00 -0.20 0.60
RDUO_Numero de yemas

T
1.40

2.20

Prueba formales de Homocedasticidad — Test de Levene

Analisis de |la varianza

Variable N R2

R2A] CV

RABS Yemas 90 0.0

6 0.04 63.50

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 2.45 2 1.22 271 0.0721
SubCultivo 2.45 2 1.22 2.71 0.0721
Error 39.25 87 0.45
Total 41.70 89

Prueba no formales de Homocedasticidad: Dispersion de resiudos de Varianza

1.979

0.68

12}
@
£
[
>
()
° .
° °
[ 4
2 -060
=1
Z
)
=) 4 .
fa}
x

-1.88-

A4 .

-3.17-

Dispersion de Varianzas - Homocedasticidad

T
2.23

T T T
242 2.60 2.78
PRED_Numero de yemas

1
297
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¢ Analisis de la Varianza no paramétrico Prueba de Kruskal Wallis

Variable SubCultivo N D.E. Medianas H p-valor
Numero de Yemas SC1 30 1.42 2.50 4.14 0.11
Numero de Yemas SC2 30 1.31 3.00

Numero de Yemas SC3 30 1.08 3.00

Medias no son significativamente diferentes (p > 0.05)

2.3 MULTIPLICACION.

e Medidas resumen

Variable Media _Var(n-1)
RDUQO Taza de multiplicacio.. 0.00 0.15

e Pruebaformales de Normalidad : Prueba de bondad de ajuste
(Kolmogorov)

Variable Ajuste media varianza__ n Estadistico D p-valor
RDUO_T. multiplicacio..  Normal(0,0.15) 0.00 0.15 12 0.19 0.7810

e« Prueba No formales de Normalidad: QQ plot e Histograma de residuos

Cuantiles de una Normal(-9.2519E-017,0.15013)

5

2 QQ plot

S

S 0.767 n=12r=0.963 (RDUO_Taza de multiplicacion)®
E

1S

S

© 0.417

N

«

l_I

©)

D 0.067

@)

T

[%)]

o

3

S -0.29 1

[}

(]

Qo

o

[%)]

2 -0.63-f T T T 1
E -0.63 -0.29 0.06 0.41 0.76
S

O
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frecuencia relativa

0.531

0.39

0.26

0.13

0.00
-0.65

Histograma- Normalidad
Ajuste: Normal(0.000,0.150)

T
-0.25 0.16
RDUO_Taza de multiplicacion

0.56

0.96

Prueba formales de Homocedasticidad — Test de Levene

[ ]
Analisis de la varianza
Variable N R2 R2 Al CVv
RABS Taza de multiplicacio.. 12 0.43 0.21 50.31

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 0.16 3 0.05 1.98 0.1956
Tratamiento 0.16 3 0.05 1.98 0.1956
Error 0.22 8 0.03
Total 0.38 11

Prueba no formales de Homocedasticidad: Dispersion de resiudos de Varianza

plicacion

RDUO_Taza de multi

0.82

0.49

0.16

-0.184

-0.51-

Dispersion de varianza - Homocedasticidad

T
1.43

T T T
1.77 211 2.45
PRED_Taza de multiplicacion

1
279
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e Analisis de la Varianza (ANOVA)

Variable N R2 R2 Aj CVv
Taza de multiplicacion 12 0.65 0.52 19.44

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo 1l

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 3.06 3 1.02 4.95 0.0314
Tratamiento3.06 3 1.02 4.95 0.0314
Error 1.65 8 0.21
Total 4.72 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.18799
Error: 0.2064 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

T1 1.49 3 026 A

T2 2.41 3 0.26 B
T3 2.72 3 0.26 B
T4 2.73 3 0.26 B

Medias con una letra diferente son significativamente diferentes (p < 0.05)
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Anexo 3

PLACAS CROMATOGRAFICAS

Figura N° 1. Placas Cromatograficas de Extractos metanélicos de B. darwinii: Q: patron de
Quercetina; N1y: Extracto Metanodlico de Planta Nativa, N2y: Extracto Metandlico de Planta
Nativa; Vy: Extracto Metandlico de Planta In Vitro, C: patron de Cumarina A) Fase movil:
Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado: UV 253 nm. B) Fase movil: Acetato
de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado: UV 253 nm y KOH 10%.
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Q N1,,N2,Vy,C Q N1, N2, Vi € Q N1yN2yVyC

Figura N° 2. Placas Cromatogréficas de Extractos metandlicos de B. darwinii: Q: patron de
Quercetina; N1y: Extracto Metandlico de Planta Nativa, N2,: Extracto Metandlico de Planta
Nativa; Vy: Extracto Metandlico de Planta in vitro, C: patron de Cumarina. A) Fase movil:
BAW (4:1:5), revelado: UV 366nm B) Fase movil: BAW (4:1:5), revelado: 366 nm y KOH 10%
C) Fase mavil: Cloroformo: Metanol (9:1) revelado:UV 366nm.
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Figura N° 3. Placas Cromatograficas de Extractos de Eter de petréleo de B. darwinii: Q:

patron de Quercetina; N1g: Extracto de Eter de petréleo de Planta Nativa, N2g: Extracto de
Eter de petroleo de Planta Nativa; Ve: Extracto de Eter de petrdleo de Planta In Vitro, C:
patron de Cumarina A) Fase movil: Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado:
UV 253 nm B) Fase movil: BAW (4:1:5), revelado: UV 253 nm C) Fase movil: Cloroformo:
Metanol (9:1), revelado: UV 253 nm.
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Q N1,N2, V, C Q N1.N2; Vi C

Figura N° 4. Placas Cromatograficas de Extractos de Eter de petréleo de B. darwinii:: Q:
patron de Quercetina; N1g: Extracto de Eter de petréleo de Planta Nativa, N2,: Extracto de
Eter de petroleo de Planta Nativa; Vg: Extracto de Eter de petréleo de Planta in vitro, C:
patrén de Cumarina A) Fase moévil: Cloroformo: Metanol (9:1), revelado: UV 366nm y KOH
10% B) Fase movil Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado: UV 366 y KOH
10%.
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Figura N° 5. Placas Cromatograficas de Extractos de Diclorometano de B. darwinii: Q: patrén
de Quercetina; Nlpcy: Extracto de Diclorometano de Planta Nativa, Vpcw: Extracto de
Diclorometano de Planta in vitro, C: patron de Cumarina A) Fase movil: Cloroformo: Metanol
(9:1), revelado: UV 253 nm B) Fase moévil: Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10),
revelado: UV 253 nm.
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Figura N° 6. Placas Cromatograficas de Extractos de Diclorometano de B. darwinii: Q: patrén
de Quercetina; Nlpcy: Extracto de Diclorometano de Planta Nativa, Vpcw: Extracto de
Diclorometano de Planta In Vitro, C: patron de Cumarina A) Fase movil: BAW (4:1:5),
revelado: UV 253 nm y KOH 10% D) Fase mévil: BAW (4:1:5), revelado UV 253 nm.
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QN dsem Voot
QNS e Voen © . Q N Zpem Voem €

Figura N° 7. Placas Cromatograficas de Extractos de Diclorometano de B. darwinii: Q: patréon
de Quercetina; Nlpcw: Extracto de Diclorometano de Planta Nativa, Vpew: Extracto de
Diclorometano de Planta in vitro, C: patrén de Cumarina A) Fase movil: BAW (4:1:5),
revelado: UV 366 nm y KOH 10% B) Fase mdvil: Cloroformo: Metanol (9:1), revelado: UV
366nm y KOH 10%. C) Fase movil: Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado:
UV 366 y KOH 10%.
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Figura N° 8. Placas Cromatograficas de Extractos Acuoso de B. darwinii;: Q: patron de
Quercetina; N14: Extracto Acuoso de Planta Nativa, N2,: Extracto Acuoso de Planta Nativa;
Va: Extracto Acuoso de Planta in vitro, C: patrén de Cumarina. A) Fase movil: Cloroformo:
Metanol (9:1), revelado: UV 253 nm. B) Fase movil: Cloroformo: Metanol (9:1), revelado: UV
253 nm y KOH 10% C) Fase movil: Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado:
UV 253 nm y KOH 10%.
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QuUNL N2 VG

Figura N° 9. Placas Cromatograficas de Extractos Acuoso de B. darwinii;: Q: patron de
Quercetina; N1,: Extracto Acuoso de Planta Nativa, N2,: Extracto Acuoso de Planta Nativa;
Va: Extracto Acuoso de Planta in vitro, C: patron de Cumarina. A) Fase movil: Cloroformo:
Metanol (9:1), revelado: UV 366nm y KOH 10%, B) Fase movil: Cloroformo: Metanol (9:1)
revelado: UV 366 nm C) Fase movil: Acetato de Etilo: Metanol: Agua (100:13.5:10), revelado:
UV 366.
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FM: CLOROFORMO METANOL (9:1)

ANEXO 4

TABLAS DE Rf

EXTRACTO

REVELADO y Rf

Extracto de METANOL

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

3) NATIVA 2

4) IN VITRO

5) CUMARINA
Extracto de ETER

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

3)NATIVA 2

4) IN VITRO

5) CUMARINA
Extracto de AGUA

1) QUERCETINA

2) NATIVA 1
3) NATIVA 2
4) IN VITRO
5) CUMARINA

Extracto
DICLOROMETANO

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

4) IN VITRO
5) CUMARINA

de

Visible Vapores de NH3 UV 253 UV366 UV 366 + KOH

0,18 0,18 0,18 (amarillo) 0,18 (amarillo verdoso) 0,18 (amarillo verdoso)
0,96 (verde) 0,96 (verde) 0,90 (rosado) 0,6 (azul) 0,6 (azul)

- - 0,81(rosado)/0,90 (rosado) 0,6 (azul) 0,6 (azul)

0,96 (verde) 0,96 (verde) 0,90 (rosado) 0,6 (azul) 0,6 (azul)

- - 0,88 (violeta)

Visible Vapores de NH3 UV 253 UV366 UV 366 + KOH

0,19 (amarillo)
0,90 (verde)

0,90 (verde)

0,90 (verde)

0,19
0,9

0,9

0,9

0,19 (amarillo)
0,86 (rosado)/ 0,9 (rojo)

0,77 / 0,86(rosado)/ 0,90

0,86 (rosado)/ 0,90
0,86 (rosado)

0,19 (amarillo)
0,62(azul)/ 0,86 (azul)

0,19 (amarillo/marrén)
0,62 (azul)/ 0,86 (azul)/ 0,90
(rojo)

0,62(azul)/ 0,86(azul)/ 52(azul)/ 0,86 (azul)/ 0,90

0,90 (rojo)
0,62 (azul)/ 0,86 (azul)/
0,90 (rojo)

j0)

0,62 (azul)/ 0,86 (azul)/ 0,90
(rojo)

Visible Vapores de NH3 UV 253 UV366 UV 366 + KOH
0,17 (amarillo) 0,17 (amarillo) 0,17 (amarillo) 0,17 (amarillo) 0,17 (amarillo)
- - - 0,51 (azul) 0,51(azul)

- - - 0,45 (azul) 0,45 (azul)

- - - 0,42 (azul) 0,42 (azul)

- - 0.9 (rosado) - -

Visible Vapores de NH3 UV 253 UVv366 UV 366 + KOH

0,16 (amarillo)

0,16 (amarillo)

0,16 (amarillo)
0.,79 (azul)/ 0,88 (rosado)

0,88 (rosado)
0,85 (rosado)

0,16 (amarillo)

0,56 (azul)y 0,95
(rosado)

0,56 (azul)y 0,95
(rosado)

0,16 (amarillo/marron)

0.6 (azul)/0.89 (azul)/0.94
(rosado)

0,6 (azul)/ 0,89 (azul)/ 0,94
(rosado)
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FM: N-BUTANOL-ACIDO ACETICO — AGUA (4:1:5)

EXTRACTO

REVELADO Y Rf

Extracto de METANOL

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

3) NATIVA 2

4) IN VITRO
5) CUMARINA

Extracto de ETER
1) QUERCETINA
2) NATIVA 1
3)NATIVA 2

4) IN VITRO

5) CUMARINA

Extracto de AGUA
1) QUERCETINA
2) NATIVA 1
3)NATIVA 2

4) IN VITRO

5) CUMARINA

Extracto de DICLOROMETANO

Visible

Vapores de NH3

UV 253

UVv366

UV 366 + KOH

0,93 (amarillo)

0,93

0,93 (amarillo)

0,93 (amarillo/ marrén)

0,93 (amarillo/marrén)

1 (verde) 0,52 (marrén)/ 0,83 (marrén) 0,56 (amarillo)/ 0,83 (marrén)/ 0,96 (violeta) 1 (verde) 0,56 (amarillo/marrén)
1 (verde) 0.52 (marrén) /0.83 (marrén) ?\}%?Etagamarlllo)/ 083 1 (verde) 0,56 (amarillo/marrén)
1 (verde) 0,52 (marrén)/ 0,83 (marrén) E)\}i)fliaagamanllo)/ 083 1 (verde) 0,56 (amarillo/marrén)
- - 0,93 (rosado) - -

Visible Vapores de NH3 UV 253 UVv366 UV 366 + KOH

0,88 (amarillo)
0,96 (verde)
0,96 (verde)
0,96 (verde)

0,88 (amarillo)
0,96 (verde)
0,96 (verde)
0,96 (verde)

0,88 (amarillo)
0,93 (violeta)
0,93 (violeta)
0,93 (violeta)
0,93 (rosado)

0,88 (amarillo/marron)
0,96 (verde)
0,96 (verde)
0,96 (verde)

0,88 (amarillo/marrén)

Visible

Vapores de NH3

UV 253

UV366

UV 366 + KOH

0,88 (amarillo)

0,88 (amarillo)

0,88 (amarillo)

0.93(rosado)

0,88 (amarillo/marron)

0,88 (amarillo/marron)
Banda continua (azul)

Banda continua (azul)

Visible

Vapores de NH3

UV 253

UV366

UV 366 + KOH

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

4) IN VITRO

5) CUMARINA

0,92 (amarillo)

0,92 (amarillo)

0,92 (amarillo)
0,95 (rosado)
0,95 (rosado)
0,92 (rosado)

0,92 (amarillo/marron)
0,92 (azul)/ 1 (rojo)
0,92 (azul)/ 1 (rojo)

0,92 (amarillo/marron)
0,95 (azul)/ 1 (rojo)
0,95 (azul)/ 1 (rojo)
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FM: ACETATO DE ETILO: METANOL: AGUA (100:13.5:10)

EXTRACTO

REVELADO Y Rf

Extracto de METANOL | Visible Vapores de NH3 UV 253 uVv366 UV 366 + KOH

1) QUERCETINA 0,85 (amarillo) 0,85 (amarillo) 0,85 (amarillo) 0,85 (amarillo/marron) 0,85 (amarillo/marron)
0,18 (amarillo)/ 0,95 0,12 (marron)/ 0,95 0,12 (marron)/ 0,18 (marron)/ 0,90 . 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo

2) NATIVA 1 (verde) (verde) (rosado)/ 0,94 (violeta) 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo) (azul) (roio)
0,18 (amarillo)/ 0,95 0,12 (marron)/ 0,18 (marron)/ 0,90

3) NATIVA 2 ( ) 0,12 (marron)/ 0,95 ( ) _ ( ) 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo) 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo)
(verde) (verde) (rosado)/ 0,94 (violeta)
0,18(amarillo)/ 0,95 0,12 (marron)/ 0,18 (marron)/ 0,90

4) IN VITRO ( ) 0,12 (marron)/ 0,95 ( ) _ ( ) 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo) 0,88 (azul)/ 0,93 (rojo)
(verde) (verde) (rosado)/ 0,94 (violeta)

5) CUMARINA - - 0,88 (violeta) - -
Visible Vapores de NH3 UV 253 uVv366 UV 366 + KOH

Extracto de ETER

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1
3)NATIVA 2

4) IN VITRO

5) CUMARINA

0,79 (amarillo) 0,79 (amarillo)

0,90 (verde) 0,06 /0,16
0,90 (verde) 0,06/ 0,16
0,90 (verde) 0,06/ 0,16

0,79 (amarillo)

0,84 (rosado)/ 0,90 (violeta)
0,84 (rosado)/ 0,90 (violeta)
0,84 (rosado)/ 0,90 (violeta)
0,84 (rosado)

0,79 (amarillo/verde)

0,88 (azul)/ 0,92 (rojo)
0,88 (azul)/ 0,92 (rojo)
0,88 (azul)/ 0,92 (rojo)

0,79 (amarillo/verde)

0,88 (azul)/ 0,92(rojo)
0,88 (azul) /0,92(rojo)
0,88 (azul)/ 0,92(rojo)

Extracto de AGUA

Visible Vapores de NH3

UV 253

UVv366

UV 366 + KOH

1) QUERCETINA

0,87 (amarillo) 0,87 (amarillo)

0,87 (amarillo)

0,87 (amarillo/verde)

0,87 (amarillo/verde)

2) NATIVA 1 -- - 0,87 (rosado) 0,87 (azul) 0,87 (azul)
3)NATIVA 2 - - 0,87 (rosado) 0,87 (azul) 0,87 (azul)

4) IN VITRO - - - 0,87 (azul) 0,87 (azul)

5) CUMARINA - - 0,88 (violeta) - -

Extracto deg Visible Vapores de NH3 UV 253 uVv366° UV 366 + KOH

DICLOROMETANO

1) QUERCETINA
2) NATIVA 1

4) IN VITRO
5) CUMARINA

0,86 (amarillo)
0,95 (verde)

0,86 (amarillo)
0,95 (verde)

0,95 (verde) 0,95 (verde)

0,86 (amarillo)
0,88 (rosado)/ 0,95(marron)

0,88 (rosado)/ 0,95(marron)
0,88 (violeta)

0,86 (amarillo/verde)

0,77 (rojo)/ 0,85 (azul)/ 0,94
(azul)/ 0,95 (rojo)

0,77 (rojo)/ 0,85 (azul)/ 0,94
(azul)/ 0,95 (rojo)

0,86 (amarillo/verde)

0,77 (rojo)/ 0,85 (azul)/

0,94 (azul)/ 0,95 (rojo)

0,77 (rojo)/ 0,85 (azul)/ 0,94
(azul)/ 0,95 (rojo)
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EXTRACTO

REVELADO Y Rf

Extracto de METANOL

1) NATIVA 1
2) NATIVA 2
3) CUMARINA

4) QUERCETINA
5) IN VITRO

Extracto de ETER
1) NATIVA 1

2) NATIVA 2

3) CUMARINA
4) QUERCETINA
5) IN VITRO

Extracto DICLOROMETANO

1) NATIVA 1
3) CUMARINA
4) QUERCETINA

5) IN VITRO

Visible Vapores de NH3 UV 253 uv366 UV 366 + KOH
- - 0,39/0,57/ 0,66 0,41/0,6 0,41/0,6

- - 0,39/0,57/ 0,67 0,41/0,6 0,41/0,48/ 0,6
- - 0,65 (violeta) - 0,62(rosado)
0,13 . . . .
(amarillo) 0,13 (amarillo) 0,13 (amarillo) 0,13 (amarillo) 0,13(amarillo)
- - 0,57/ 0,66 0,41 0,43/ 0,66
Visible Vapores de NH3 UV 253 UV366 UV 366 + KOH

0,88 (amarillo) 0,90 0,40/ 0,57/ 0,67/ 0,90 0,40/ 0,57/ 0,67/ 0,90 0,40/ 0,57/ 0,67/ 0,90

) 0.90 0,4/ 0,57/ 0,67/ 0,74/ 0,4/ 057/ 0,67/ 0,74/ 0,40/ 0,57/ 0,67/ 0,74/
' 0,90 0,90 0,90

- - 0,65 - -

0,12 0,12 0,12 0,12 0,12

- 0,88 0,43/ 0,65/ 0,88 0,43/ 0,65/ 0,88 0,43/ 0,65/ 0,88

Visible Vapores de NH3 UV 253 uv366 UV 366 + KOH

0,12

0,12
0,92

0,28/ 0,37/ 0,39/ 0,63
0,62

0,12

0,31/ 0,39/ 0,62/ 0,70/
0,92

0,31/ 0,41 /0,62

0,12
0,31/ 0,62/ 0,91

0,31/0,41/ 0,62

0,12
0,31/0,62/ 0,91
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