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Resumen

En los ultimos tiempos a nivel global, el uso indebido del suelo ha desencadenado
un conjunto de problemas ambientales asociados a la pérdida de la biodiversidad y
con ello, una gran variedad de bienes y servicios ambientales que contribuyen al
bienestar de las personas. En la Patagonia, la falta de estudios que permitan
conocer la flora nativa representa una amenaza para la biodiversidad regional. Asi,
llevar a cabo actividades cientificas orientadas a la caracterizacion quimica y a
generar conocimiento sobre la propagacion y conservacion de las especies nativas
permite poner en valor la biodiversidad regional, con una perspectiva de
sustentabilidad. Para ello, resulta indispensable complementar las técnicas de
bioprospeccion con las de propagacion y conservacion a través del Cultivo de
Tejidos Vegetales (CTV). Dado que el género Larrea spp. ha sido muy valorado por
los pueblos originarios de la Patagonia, actualmente existen diferentes registros
bibliograficos que documentan tanto sus aplicaciones y usos como las diversas
actividades biol6gicas asociados a éste. No obstante, Larrea ameghinoi es una
especie aun poco estudiada por la comunidad cientifica. Frente al riesgo de pérdida
de biodiversidad nativa en los ecosistemas patagonicos, este trabajo tuvo el objetivo
de integrar metodologias de CTV y de bioprospeccion quimica de L. ameghinoi
como una estrategia para su domesticacion, valoracién y uso sustentable. Para ello,
se evaluaron diferentes tratamientos de desinfeccion de las semillas con etanol e
hipoclorito de sodio, donde el tratamiento D3 fue el mas eficiente, dado que en este
no se observaron eventos de contaminacion y se obtuvo una Capacidad
Germinativa (CG) y un indice de Velocidad Germinativa (IVG) mayores (80+12% y
19,16+3,5 semillas/dia, respectivamente), junto con un menor Tiempo Medio de
Germinacion (TMG) (0,860 dias). Asi, los diferentes pardmetros germinativos
evaluados indican que las semillas de L. ameghinoi pueden ser consideradas de
alto vigor y buena calidad fisiolégica. Por otro lado, se evaluo la obtencion de
polifenoles a partir de extractos etandélicos, metandlicos y acuosos de hojas y tallos
de plantas de campo y de vitroplantas. Los extractos provenientes de hojas
presentaron un mayor contenido total de polifenoles (CTP) por el método de Folin-

Ciocalteu respecto de los extractos de tallo, donde el etandlico (HE) y metandlico
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(HM) presentaron mayores valores de CTP (83+12,6 y 78,4+1,3 mg eq. GAE/g de
muestra PS, respectivamente). En el extracto acuoso proveniente de tallos (TA) se
obtuvo el menor valor de CTP (19 + 2,8 mg eq. GAE/ g planta PS). La actividad
antioxidante (AO) de estos extractos demostraron una fuerte correlacion con el CTP,
siendo los extractos con mayor contenido de polifenoles los que, en general,
presentaron mayor AO expresada en equivalente de Trolox (CAET) y en inhibicién
del 50% de los radicales libres (ICso), a través de los métodos ABTS y DPPH. Asi,
los extractos HE y HM tuvieron la mayor AO. Finalmente, los resultados obtenidos
indican que L. ameghinoi tiene un valor potencial y real para ser utilizada en la
extraccion de polifenoles con actividad antioxidante. Por otro lado, este trabajo
constituye el primer reporte de propagacion sexual (a través de semillas) mediante

técnicas de CTV y de bioprospeccion quimica para esta especie.

Palabras clave: biodiversidad, Patagonia, desinfeccion, germinacion, polifenoles,

actividad antioxidante.
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Lista de abreviaturas y simbolos

°%: porcentaje

°°C: grados centigrados

° UM: micromolar

°ABTS: 2,2'-Azino-bis(3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfénico)

° AO: actividad antioxidante

°CAET:

equivalente Trolox

Capacidad antioxidante
° CG: capacidad germinativa

° CTP: contenido total de polifenoles

° CTV: cultivo de tejidos vegetales

°D1: tratamiento de desinfeccién uno
°D2: tratamiento de desinfeccion dos

° D3: tratamiento de desinfeccion tres

° DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

° EG: energia germinativa

°eq.: equivalente

°g: gramo

° GAE: acido galico

° GDA: germinacion diaria acumulada

° HA: extracto acuoso de hojas

° HE: extracto etandlico de hojas

° HM: extracto metandlico de hojas
°IC50: capacidad para estabilizar el

50% de los radicales libres

°|VE: extracto etandlico de vitroplantas

°IVG: indice de velocidad germinativa

°Km: kilbmetros

°1: litro

°MZ1.: sitio de muestreo uno

°M2: sitio de muestreo dos

°mg: miligramo

°ml: mililitro

°mm: milimetros

°msnm: milimetros sobre el nivel del
mar

°mM: milimolar

°MS: metabolitos secundarios

°NaClO: hipoclorito de sodio

° NDGA: nordihidroguaiarético

°PS: peso seco

° SD: desvio estandar

°spp: especie (plural)

°TA: extracto acuoso de tallos

° TE: extracto etanolico de tallos

° TM: extracto metandlico de tallos

°TMG: tiempo medio de germinacion

°v/v: volumen/volumen

°RL: radicales libres
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Introduccion

Durante varios afios se han producido cambios globales asociados con el uso
inapropiado del suelo que provocaron un conjunto de problemas ambientales y la
irreversible pérdida de la biodiversidad. Esta brinda un conjunto de bienes y
servicios que incluye un sinnumero de materias primas de las cuales depende el
bienestar de las personas y que pueden tener mdltiples aplicaciones para la
industria. A pesar de ello, la degradacion de los ecosistemas y de la biodiversidad
continla produciéndose a un ritmo alarmante como consecuencia del rapido
crecimiento demografico y la constante demanda de alimentos, combustible,
madera y otros bienes naturales (Assessment, 2005). Como el resto de las regiones
aridas y semiaridas del mundo, los ecosistemas desérticos de Argentina son
susceptibles a la degradacion. Actualmente, alrededor del 84% de la superficie
patagdnica ha sido afectada por la desertificacion, lo cual trae aparejado otro tipo
de impactos regionales, como la disminucién progresiva de la biodiversidad y de la
productividad biologica del ecosistema, la erosion del suelo y la modificacién de la

estructura de la vegetacion (Del Valle et al., 1998).

A pesar de su vulnerabilidad, en estos ecosistemas, donde las condiciones
ambientales son hostiles y la disponibilidad de los recursos es baja, las plantas
generan diversas estrategias adaptativas entre las que se encuentra la sintesis de
metabolitos secundarios (MS). Estos poseen un gran potencial para los distintos
sectores industriales, debido a sus beneficios sobre la salud humana (Bourgaud et
al., 2001). De esta manera, la pérdida de biodiversidad incluye, ademas, la
desaparicion de un conjunto de insumos de origen natural, muchos de los cuales
permanecen aun desconocidos, como es el caso de los MS. De este modo, la
biodiversidad patagonica constituye un recurso importante para la supervivencia de
los pobladores locales quienes, en su mayoria, utilizan las plantas nativas a pesar
de que muchas de ellas aun no hayan sido quimicamente caracterizadas. Un
ejemplo de ello lo constituyen las jarillas (Larrea spp), especies muy valoradas por
los pueblos originarios y cuyos usos han sido transmitidos a través del saber popular

(Tousarkissian, 1980; Patagonia extraandina, 2002; Alarcon et al., 2004).
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En este contexto, el riesgo de pérdida de especies patagdnicas constituye una
importante motivacion para generar investigaciones cientificas que profundicen el
conocimiento, tanto en términos de la compaosicion quimica, como de las actividades
biolégicas que presentan y sus estrategias de propagacion (Barboza et al., 2009).
Las Larreas argentinas cuentan con numerosos antecedentes de uso tradicional,
algunos de los cuales han sido motivo de investigacion. Asi, en la bibliografia se
encuentran diferentes trabajos de la composicion quimica en diferentes especies de
jarillas. Sin embargo, Larrea ameghinoi Speg., conocida como “jarilla rastrera", es
una de las especies menos conocidas y estudiadas respecto a otras del mismo
género. De esta manera, L. ameghinoi, constituye una fuente promisoria de
compuestos bioactivos con potenciales beneficios para la salud humana, como es
el caso de los compuestos fendlicos. No obstante, no es posible concebir ningin
aprovechamiento de la biodiversidad si éste no se hace de manera sustentable
desde el punto de vista ambiental, econémico y social (Quezada et al., 2005). Para
ello, resulta indispensable complementar las técnicas de bioprospecciéon, que
permitan caracterizar quimicamente la especie, con estudios de domesticacion y
cultivo, lo cual involucra el conocimiento sobre sus sistemas de propagacion
(Dalzotto, 2019). El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una técnica aplicada para
la propagaciéon masiva de plantas y el establecimiento de metodologias de
conservacion. Ademas, esta biotécnica puede ser utilizada para la produccién
controlada y eficiente de MS y su posible induccion a través de elicitores. De esta
manera, el CTV permite generar una produccion de MS constante durante todo el
afio y con ciclos de crecimiento menores que los impuestos por la naturaleza (Arias
Zabala et al., 2009; Barbulova et al., 2014; Ramirez-Estrada et al., 2016; Halder et
al., 2019). Asi, el CTV posibilita tanto la produccién de metabolitos in vitro, como la
propagacion y conservacién ex situ, aspectos que adquieren mayor relevancia
tratandose de una especie endémica de un area de diversificacion de especies

vegetales, como son los ambientes de la meseta patagonica.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-022-02438-7#ref-CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-022-02438-7#ref-CR66
https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-022-02438-7#ref-CR35
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Objetivo General
e Integrar metodologias de cultivo de tejidos in vitro y de bioprospeccion
quimica de Larrea ameghinoi como estrategia para su domesticacion,

valoracion y uso sustentable.

Objetivos especificos
« Establecer un protocolo de desinfeccion de las semillas de L. ameghinoi que

permita su introduccién al CTV.

« Obtenery cuantificar compuestos fendlicos a partir de diferentes extractos de

plantas in natura y de vitroplantas de “jarilla rastrera”.

« Determinar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos obtenidos.

Hipotesis
o La bioprospeccion quimica de L. ameghinoi permite obtener compuestos

bioactivos con propiedades biologicas de interés para la industria.

o EI abordaje integral del CTV y la bioprospeccion hacen importantes
contribuciones al conocimiento de L. ameghinoi para su conservacion y uso

sustentable.

1. Marco Teorico
En general, la Patagonia presenta un clima frio y seco, cuyas precipitaciones
estacionales se concentran durante el invierno y causan un marcado déficit hidrico
durante el verano (<300 mm en ~ 80 % de la regidn). La mayor parte de la superficie
patagonica (87%) es considerada como tierras secas (33% aridas, 51% semiaridas
y 3% secas subhimedas). Sumado a esto, las bajas precipitaciones estivales y los
persistentes e intensos vientos del oeste ubican a la region dentro del 5% de las
tierras mas ventosas del mundo (Enriquez et al., 2021). Estas condiciones, junto a
los efectos del cambio climatico global, agravan la degradacion ambiental y
comprometen la sostenibilidad de las comunidades rurales, que dependen de ello

para su supervivencia.
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Dentro de la region patagdnica se destacan los ambientes de meseta, cuyas
condiciones ambientales condicionan la flora y fauna del lugar y favorecen procesos
de diversificacion, encontrandose alli especies de distribucion restringida e incluso,

especies endémicas (Lépez et al., 2021).

Frente a condiciones climaticas adversas como las de la region patagodnica, la
supervivencia de las plantas depende, en gran medida, de su capacidad de hacer
frente a esas limitaciones a través de un conjunto de adaptaciones entre las que se
encuentra la sintesis y acumulacién de metabolitos secundarios (Bourgaud et al.,
2001; Akula y Ravishankar, 2011; Haminiuk et al., 2012; Tohidi et al., 2017). La
diversidad de MS produce perfiles metabdlicos diferentes entre especies, miembros
de una poblacion e incluso, entre los diferentes érganos de una planta, como parte
de su estrategia de adaptacion. A su vez, los MS se caracterizan por tener una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, un determinado metabolito se
encuentra con frecuencia en una sola especie vegetal o en un grupo de especies
taxondmicamente relacionadas (Taiz y Zeiger, 2006; Pérez Urria y Avalos Garcia,
2011). Los polifenoles o compuestos fendlicos son un diverso grupo de MS que
comprende desde moléculas sencillas, como los acidos fendlicos, hasta polimeros
complejos, como los taninos y la lignina. Sus caracteristicas fisicoquimicas de los
polifenoles les permiten participar en distintas reacciones celulares de Oxido-
reduccion y les proporciona la capacidad de actuar como agentes antioxidantes. En
este sentido, es sabido que una dieta rica en polifenoles posee efectos benéficos
para la salud dada su accion vasodilatadora, antitrombdtica, antiinflamatoria,
antiapoptotica, cardioprotectora antilipémica, antiteratogénica y antioxidante
(Quifiones et al., 2012). Por ello, son utilizados como farmacos, pesticidas,
colorantes, saborizantes y aromatizantes (Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy, 2007).
De esta manera, las plantas constituyen una fuente Unica de compuestos con
importantes actividades biolégicas de interés alimenticio, cosmético y medicinal
(Bourgaud et al., 2001; Yeshi et al., 2022), que pueden ser identificados mediante

la bioprospeccion® . Esta permite investigar los recursos floristicos de una region

! Busqueda sistematica, clasificacion e investigacion de nuevas fuentes de compuestos quimicos,
genes, proteinas, microorganismos y otros productos de valor econémico actual o potencial.
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para determinar sus potencialidades como fuente de biocompuestos. Una de las
estrategias para iniciar la busqueda de MS, es explorar aquellos grupos
taxondmicos que han sido reconocidos por la presencia de los mismos (criterio
taxondmico), como es el caso de las jarillas (Larrea spp). En este sentido, la
etnoboténica ha permitido conocer el potencial medicinal de este género desde hace
siglos y, en la actualidad, muchos estudios de investigacion pretenden identificar los

compuestos responsables de esas propiedades (Carabajal et al., 2020).

Las jarillas patagonicas (Larrea divaricata, L. cuneifolia, L. nitida y L. ameghinoi),
ademas de su importancia cultural y simbdlica, han sido muy valoradas por los
pueblos originarios y sus usos se han transmitido a través del saber popular
(Tousarkissian, 1980; Patagonia extraandina, 2002; Alarcéon et al., 2004, Ferreyra,
2021). En este sentido, L. divaricata, L. cuneifolia y L. nitida han sido objeto de
estudios fitoquimicos en diversas oportunidades. Estos, junto a los conocimientos
de las comunidades rurales, han permitido establecer numerosos usos Yy
aplicaciones de estas especies. Entre ellos, se mencionan diversas preparaciones,
como el “té de Jarilla” o los vapores del mismo a partir de la infusién de sus hojas,
destacados para el tratamiento de trastornos estomacales, bronquitis y otros

problemas respiratorios (Bongiovanni et al., 2008; Moreno et al., 2020).

Una de las especies del género mas exploradas en materia de bioprospeccion es L.
divaricata. En ésta, se ha reportado principalmente la presencia de compuestos
fendlicos, como el acido nordihidroguaiarético (NDGA), aceites esenciales
(limoneno, canfeno, borneol y alcanfor) y numerosos flavonoides, como O-
glucosidos de quercetina, miricetina y un C-glucésido de apigenina (Davicino et al.,
2011). EI NDGA es uno de los compuestos mas buscados en esta especie, dado
que puede actuar como un eliminador de radicales libres generados durante los
procesos inflamatorios (Palacio et al., 2011; Palacio et al., 2012). Recientemente,
en Argentina, esta especie adquiri6 mayor atencién debido a un producto comercial
elaborado a base de extractos foliares, para ser utilizado en la alopecia no cicatricial
(Alonso y Anesini, 2017). Por otra parte, se ha establecido el potencial de L.
divaricata y L. cuneifolia como suplemento dietético y conservante de alimentos

debido al contenido de compuestos fendlicos y a sus actividades biologicas

8
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nutricionales (Estomba et al., 2010; Davicino et al., 2011; Lorenzo et al., 2020).
Ademas, diversos autores han investigado el potencial antioxidante de numerosos
extractos de hojas de L. divaricata, L. cuneifolia, L. nitida y L. tridentata (Ortega et
al., 2017; Carbajal et al., 2017; Lorenzo et al., 2020; GOmez et al., 2021; Aliaga
Huashuayo, 2021). Asi, la presencia de una amplia diversidad de MS,
principalmente de naturaleza fendlica, y su actividad antioxidante han sido
informados en Larrea spp (Tablas 1 y 2 del Anexo) pero, hasta el presente, estas

investigaciones no han incluido a L. ameghinoi.

Es preciso sefialar que otorgar valor utilitario a una especie endémica, como es el
caso de la “jarilla rastrera”, podria comprometer su disponibilidad futura, si se
produce una presion antropica continua sobre las poblaciones naturales. De esta
manera, para garantizar un aprovechamiento sustentable, es indispensable
complementar las técnicas de bioprospeccion con estudios de multiplicacion y
conservacion ex situ. En este sentido, el cultivo de tejidos vegetales in vitro
constituye una herramienta poderosa para hacer frente a estos desafios, no solo
porque representa una estrategia de propagacion masiva y conservacion de las
especies, sino también como parte de una alternativa para la produccion de MS bajo
condiciones controladas. Cabe destacar que la aplicacion de estas biotécnicas
depende fundamentalmente de la posibilidad de introducir una especie a las
condiciones propias del CTV. Para ello, en primer lugar, se debe seleccionar y
acondicionar el material vegetal apropiado, que generalmente consta de estructuras
juveniles cuando se trata de especies lefiosas, como L. ameghinoi. Luego, cuando
el cultivo se inicia a partir de semillas, es necesario contar con un método adecuado
de germinacion que garantice la disponibilidad de 6rganos juveniles a partir de las
vitroplantas generadas. Una vez lograda la introduccion efectiva del material
vegetal, las alternativas de aplicacién del CTV son diversas. Por ejemplo, las células
vegetales in vitro pueden producir diferentes tipos de respuestas fisioldgicas y
morfologicas a factores bibticos o abioticos, conocidos como "elicitores”. La
elicitacion es un proceso de induccion o aumento de la sintesis de metabolitos
secundarios para asegurar Su supervivencia, persistencia y competitividad

(Namdeo, 2007). Si bien esta técnica es ampliamente difundida, en algunos casos
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la produccioén requiere del cultivo de 6rganos diferenciados como brotes y raices,
gue pueden establecerse en condiciones estériles, tanto para la multiplicacion como
para la extraccion de metabolitos (Palacio et al., 2012). En este sentido, la
producciéon de MS in vitro procedentes de material vegetal ha sido ampliamente
demostrada (Karuppusamy, 2009; Palacio et al., 2011; Palacio et al., 2012). De esta
manera, el cultivo de CTV del género Larrea ya ha sido abordado por diferentes
autores para la produccién de polifenoles con actividad antioxidante, como el NDGA
en L. divaricata (Palacio et al., 2008, Estomba et al., 2010, Palacio et al., 2011,
Palacio et al., 2012).

Dada la relevancia del género, en los ultimos afios el interés por la aplicacion del
CTV para la obtenciéon de MS en L. divaricata ha cobrado mayor interés, sin
embargo, aun no se han realizado estudios de estas caracteristicas sobre Larrea
ameghinoi Speg. En este contexto, la integracion del cultivo de tejidos vegetales
(CTV) y la bioprospeccion quimica, aplicadas a especies nativas, representa una
alternativa viable para incrementar el conocimiento y generar valor agregado sobre

la biodiversidad regional, mientras se promueve su conservacion y uso sustentable.

1.1 Descripcion de la especie

El género Larrea (Zygophyllaceae), esta representado por diferentes especies de
arbustos desérticos distribuidos a lo largo del Continente Americano, entre las que
se encuentra L. ameghinoi. En Argentina se encuentran cuatro especies de Larrea
caracteristicas de la provincia biogeogréfica del Monte, todas crecen en el sector
austral de esta formacion (Hunziker, 2005; Zuloaga et al., 2008) y, en algunos
lugares pueden formar hibridos fértiles (Hunziker, 2005). La “jarilla rastrera” (Larrea
ameghinoi Speg.) es una especie endémica de la Patagonia Argentina, que habita
los suelos pesados y anegadizos de la Provincia Biogeografica Patagonica
(Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz), entre los 200 y 800 msnm. Esta
especie es una planta lefiosa, ramosa, postrada, que crece como Si estuviera
adherida al suelo en toda su extension. Mide hasta 10 centimetros de altura y sus
ramas son torcidas. Posee hojas subsésiles, estipuladas y divididas en 2 0 3 pares
de I6bulos (foliolos soldados) (Figura 1). Al igual que las otras jarillas, es una planta

resinosa. Sus flores, las cuales surgen entre los meses de octubre y diciembre,
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contienen 5 pétalos amarillos de 8 a 11 mm de diametro, libres unguiculados y se
presentan en forma solitaria. El fruto es seco y velloso, de tipo esquizocarpico que
mide aproximadamente 7-8 mm de diametro y es facilmente separable en cinco
partes (mericarpos) cada una de las cuales contiene una semilla de entre 1,9y 3,1

mm.

Como la mayoria de los arbustos patagonicos, las jarillas producen semillas
latentes, capaces de inhibir temporalmente la germinacion (Palacio et al., 2008,
Ferndndez et al.,, 2019). Por ello, es necesario realizar tratamientos pre-
germinativos de escarificacion para interrumpir dicha dormancia y permitir la
emergencia del embrion (Palacio et al.,, 2008, Lopez Dumrauf et al., 2018;
Fernandez et al., 2019).

Figura 1: A) Planta en habitat natural de Meseta. Imagen obtenida de Instituto Darwinion B) Hojas y
semillas. Elaboracion propia C) Flores. Fuente: Flora argentina - Instituto de Botanica Darwinion
(www.darwin.edu.ar).

2. Materiales y métodos
2.1 Colecta de material vegetal y sitio de muestreo.

La colecta del material vegetal (hojas, tallos jovenes y semillas) se realizé en sitios
publicos de la Provincia de Rio Negro, sobre las rutas provinciales N°61 y N°5,
proximas al Area Natural Protegida “Meseta de Somuncura” (Plan de manejo ANP,

2007). Esta fue llevada a cabo de manera manual, en un minimo de 10 y un maximo

11


http://www.darwin.edu.ar/

Valorizacion de la “Jarilla rastrera” (Larrea ameghinoi Speg.): introduccion al cultivo de tejidos in
vitro y bioprospeccién quimica.

de 20 individuos para cada sitio de muestreo. Las semillas se colectaron de acuerdo
a las normas establecidas por la Guia para Manipulacion de Semillas Forestales de
FAO (Willian, 1991) en dos sitios de muestreo. El primero (M1) ubicado al Noroeste
de lalocalidad de Sierra Grande (41°13'55"S 65°29'30"0) y el segundo (M2) ubicado
al suroeste de la misma localidad (41°39'23"S 65°37'43"O) (Figura 2). Se
seleccionaron plantas maduras, de buen porte, aspecto vigoroso y optimo estado
sanitario. Los frutos y semillas fueron debidamente rotulados y almacenados en
sobres de papel madera hasta su procesamiento en el laboratorio. Por otra parte,
las hojas y tallos jévenes fueron procesados en el laboratorio a fin de eliminar
impurezas y luego, los dos tipos de muestras fueron separadas y secadas a 30°C,

en estufa, hasta su posterior utilizacién.

Cabe destacar que este trabajo fue colectado y bioprospectado con el permiso
provincial para el acceso y uso de la flora nativa, segun lo estipula el Convenio de
Diversidad Biologica y el Protocolo de Nagoya (Res 2022-781-E-GDERNE-
SAYCC#SGG, 2/06/2022).

Sitlos de Muestreo

ssieralGrande

¥
|

M2

:

\
\

Figura 2: Sitios de colecta del material vegetal. Elaboracién propia a través de Google Earth.

2.2 Acondicionamiento, desinfeccidn de las semillas y evaluacion de la
germinacién para su introduccién al CTV.

Dado que se utilizaron semillas para la obtencion de las vitroplantas, fue necesario
realizar un proceso de escarificacibn mecanica de manera manual, a fin de romper
la dormancia y aumentar la germinacion. El ajuste del proceso de desinfeccion se
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realiz6 en forma simultanea con el de la germinacion y, para ello, se evaluaron tres
tratamientos con diferentes inmersiones en etanol e hipoclorito de sodio (NaClO),

como se especifica en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccion propuestos para las semillas de L. ameghinoi.

5 20
15 20
10 30

Las semillas previamente desinfectadas se enjuagaron en forma reiterada con agua
destilada estéril y se incubaron, para su germinaciéon, en un medio nutritivo basal de
Murashige y Skoog (1962) estéril, diluido a la mitad de su concentracion y
adicionado con sacarosa (3%) y agar (7%) como agente gelificante. El experimento
se llevé a cabo a través de un disefio aleatorizado con 3 repeticiones de 25 semillas.
Los controles se realizaron diariamente, durante 7 dias, periodo a partir del cual no
se observaron nuevos eventos germinativos. Para este trabajo, se consider6 como
semilla germinada a aquella que presentd una radicula de al menos 0,5 mm de
longitud (Bewley, 1997). Posteriormente, se evalud la presencia de contaminacion

y los siguientes parametros germinativos relacionados con el vigor de las semillas:

o Capacidad Germinativa (CG): porcentaje de germinacion total al finalizar el

ensayo (Pece, 2010).

indice de Velocidad de Germinacién (IVG) o indice de Maguire’s: este indice

propuesto por Maguire (1962) es uno de los més utilizados, se expresa como

namero de semillas germinadas por dia y se obtiene a través de la formula:

IVG= G+ Gy+.. . +Gi+.. 4G, =Y. G;
i=l Ni
Dénde: G1, G2, G3,... Gn = nimero de plantulas normales, germinadas y completas

en el primer, segundo, tercer y ultimo conteo de la evaluacién,y T1, T2, T3,..., Tnes
el tiempo en dias para cada germinacion.
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e« Germinacion diaria acumulada (GDA): a través de este parametro se
expresa el porcentaje de germinaciones acumulado a lo largo de los dias del

ensayo Y se calcula mediante la siguiente férmula:

_ (nx100)
= N—f

Dénde, “n” es el numero de semillas germinado por dia y “Nf’ es el niumero total de
semillas (Trujillo, 1996).

GDA

o Energia Germinativa (EG): porcentaje de germinacion acumulada diaria
cuando la tasa de germinacion fue la mas alta (Gonzalez et al., 2009). La EG

se asocia con una medida del vigor de la semilla y de la plantula que produce.

e Tiempo Medio de Germinacion (TMG): representado por el numero
promedio de dias utilizados en la germinacién. Mide la velocidad y la

dispersion del proceso (Ranal y Garcia, 2006).

TMG= ((del) + (Xg.dg) T+...+ (Xudlg))

X12
Doénde X1, X2, X12 son semillas en el dia d1, d2, d12, y d1, d2, d12 son los dias de

incubacion.

3. Bioprospeccién
3.1 Obtencidén y cuantificacion de los compuestos fendlicos.
3.1.1 Extraccion de compuestos fendlicos.

Plantulas completas de entre 3 y 4 meses de crecimiento, obtenidas de la
germinacion in vitro, fueron secadas en estufa a 30°C. Luego, estas muestras y las
provenientes de hojas y tallos jévenes de plantas adultas colectadas a campo (in
natura), fueron molidas individualmente con un mortero y un molinillo de laboratorio,
hasta obtener un polvo homogéneo. Los compuestos fendlicos fueron extraidos
segun Aliaga Huashuayo (2021), con algunas modificaciones. Como se indica en la
Tabla 2, para las extracciones se utilizaron diferentes solventes diluidos al 70% (v/v)
y agua destilada para los extractos acuosos, en una relacion muestra:solvente de

1:10. Las mismas se realizaron en agitacion, a temperatura ambiente y en
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condiciones de oscuridad, durante 24 hs. Luego se centrifugé a 10.000 rpm durante

10 minutos y se reservo la fraccion soluble para las determinaciones posteriores.

Tabla 2. Tipos de extraccion de metabolitos secundarios para cada tipo de muestra.

Procedencia Material vegetal Extraccion
Acuosa (HA)
Hoja Metandlica (HM)
Planta in natura Ftandlica (HE)
Acuosa (TA)
Tallo Metandlica (TM)
Etandlica (TE)
Vitroplanta Plantula completa Etanolica (IVE)

3.1.2 Cuantificacion de polifenoles totales.

El contenido total de polifenoles (CTP) de los extractos obtenidos se determiné
mediante espectrofotometria a través del método colorimétrico de Folin-Ciocalteu y
la cuantificacién se realizé a partir de una curva de calibracién con una solucion
estandar de acido galico (GAE) 1 mg/ml (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Tanto las
curvas de referencia como las muestras se realizaron por triplicado y los resultados

de CTP se expresaron en mg equivalentes (GAE)/100 g de peso seco (PS).

3.2 Determinacion de actividad antioxidante in vitro.

La actividad antioxidante (AO) de los extractos fendlicos obtenidos se determiné a
partir de su capacidad de estabilizar radicales libres a través de los métodos
colorimétricos DPPH (Brand-Williams et al., 1995) y ABTS (Re et al.,1999; Kuskosky
et al., 2005). En ambos casos, el antioxidante de referencia utilizado fue Trolox (1
mM) vy los resultados se expresaron en capacidad antioxidante equivalente Trolox
(CAET) medida en pmoles equivalentes de Trolox/g de muestra en PS. Por otro
lado, se determind la concentracion en la que los extractos inhibieron el 50% de los
radicales libres DPPH y ABTS a través de una curva dosis/respuesta (ICso). Tanto
las curvas de referencia como las muestras se realizaron por triplicado y los
porcentajes de inhibicion se calcularon mediante los valores de las absorbancias

obtenidas a través de la siguiente férmula:
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% inhibicion = ((Abs 0 — Abs m) + Abs 0) X 100%

Donde: Abso= absorbancia del reactivo, Absm: absorbancia de la muestra. La
concentracion en mg/ml en la que los extractos inhibieron el 50% de los radicales

libres se determin6é mediante el método estadistico de Probit.

3.3 Analisis estadistico

Se realizdé un analisis de la varianza (ANOVA) mediante el test de Tukey para
determinar las diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos de los
ensayos de desinfeccion, germinacion y bioprospeccion de L. ameghinoi. Las
diferencias con p-valor <0,05 se consideraron estadisticamente significativas. En los
casos que cumplieron con los supuestos estadisticos para el andlisis de ANOVA,
se procedi6 a realizar el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (1952). Los
resultados se expresaron como la media + desvio estandar (SD) de tres mediciones.
Se utilizo el Coeficiente de Correlacion de Pearson para evaluar el comportamiento
entre el CTP y la AO obtenidos de los extractos y entre los métodos ABTS y DPPH
(CAET e ICso, individualmente). Para el andlisis de correlacion, se utiliz6 como

referencia los rangos establecidos por Schober et al. (2018):
e menor—0,00: Correlacion muy baja

e 0,10-0,39: Correlacién baja

e 0,40-0,69: Correlacion moderada

e 0,70-0,89: Correlacion fuerte

e 0,90-1: Correlacion muy fuerte.

Las actividades metodolégicas fueron expresadas en un esquema en la seccién de

Anexos (Figura 1y 2).
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4. Resultados y Discusién

4.1 Acondicionamiento y desinfeccidn de las semillas para el cultivo de
tejidos vegetales.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de los protocolos de
desinfeccién aplicados. De la misma se desprende que, independientemente de la
concentracion del hipoclorito de sodio (NaClO), una inmersién por 20 minutos (D1 y
D2) no fue suficiente para lograr la desinfeccion total de las semillas, debido a que
se observo la presencia de microorganismos. En estos casos, la contaminacion fue
observada en vitroplantas de L. ameghinoi de 2 o 3 dias post germinacion. Por otro
lado, el aumento en el tiempo del agente desinfectante al 30% (D3) resulté eficiente
dado que, en este tratamiento, se obtuvieron plantulas completas, libres de

contaminacion microbiana (Figura 3).

Tabla 3. Resultados de los parametros de germinacién evaluados para L. ameghinoi: Capacidad

Germinativa (CG); Tiempo medio de germinacion (TMG); indice de Velocidad Germinativa (IVG);

Energia Germinativa (EG), Contaminacion (Cont.). Los valores representan un promedio de tres
repeticiones con su Desvio Estandar.

Tratamiento oe ULE (r|1\"/(§e =C Cent:
0, 1 0, 0,
) (2l semillas/dias) (%) )
D1 66,66+15,14 0,88+0,41 14+1,32 52,00+8,00 12,38+11,93
D2 76,00+£17,43 0,9740,20 16,33+4,04 54,66+15,4 12,13+5,70
D3 80,00+12,00 0,86%0,08 19,16+3,51 73,33+16,16 0,00£0,00
p valor 0,25 0,87 0,15 0,19 0,16

*p valor >0,05 (Sin diferencias significativas).

El NaCIO es una solucién ampliamente utilizada para la introduccion de diversos
materiales vegetales en el cultivo in vitro, dado a que posee accion germicida de
alta eficacia, por sus efectos de cloracion (Castro, 1992) y la inactivacion de
microorganismos producto de la oxidacién celular (EPA, 1999). Ademas, es un
agente quimico seguro, econdmico y de facil eliminacion (Beena et al., 2003;
Pedroza-Manrique y Bejarano-Tibocha, 2008). Por otro lado, el etanol desestabiliza
las membranas lipidicas al desnaturalizar las proteinas y es un agente

deshidratante, lo hace muy efectivo como bactericida, sin embargo, no actia
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eficientemente sobre las esporas fungicas. Asi, su combinacion con otras
soluciones antisépticas, como el NaClO, permite ampliar la acciébn germicida
deseada (Universidad de Chile, 2004).

Figura 3: Proceso de germinacion in vitro de Larrea ameghinoi. A) Emergencia de radiculas y
cotiledones. B) Plantula con primeras hojas. C) Vitroplanta establecida. Elaboracién propia.

Los agentes desinfectantes empleados para la esterilizacion de las semillas en este
trabajo, han sido utilizados exitosamente para el cultivo de tejidos in vitro de Larrea
divaricata por Palacio et al. (2012) y Huenelaf et al. (2019). Sin embargo, estos
autores aplicaron concentraciones inferiores a los de este estudio para lograr la
asepsia de las semillas. Posiblemente estas discrepancias se deban a las
caracteristicas morfolégicas y anatomicas propias de las semillas de las diferentes
especies del género. No obstante, un aumento del tiempo de exposicion y de la
concentracion de NaClO, puede comprometer la viabilidad y supervivencia del
material vegetal, debido a que altera las condiciones fisiolégicas de las semillas
(Flores-Escobar et al., 2008). Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 3,
el incremento del tiempo de exposicibn o de la concentracién de los agentes
desinfectantes (D3), no afectaron negativamente la germinacion (CG) dado que no

se hallaron diferencias significativas entre tratamientos. Resultados similares se
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obtuvieron a partir del analisis de la GDA, como se demuestra en la curva de la
Figura 4. En este sentido, Inostrosa (2023) informé un comportamiento similar para
semillas escarificadas de L. divaricata, con valores de GDA significativamente
inferiores en la primera semana de ensayo. Ademas, las germinaciones de L.
ameghinoi se produjeron de modo mas uniforme y dentro de los primeros dos dias,

a diferencia de lo observado por Inostrosa (2023).
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Figura 4. Porcentaje de Germinacion Diaria Acumulada (GDA) para los tratamientos D1, D2 y D3,
durante la primera semana de ensayo y sus respectivos valores de Desvio Estandar.

Cabe destacar que ante la falta de referencias bibliograficas de la especie que
permitan discutir los resultados obtenidos, las comparaciones fueron realizadas con
otros representantes del género. En este sentido, Huenelaf et al. (2021) informaron
un 63,3% de germinaciones bajo condiciones in vitro de L. divaricata, mientras que
Hernandez et al. (2020), obtuvieron un valor similar (60,67%) luego de escarificar
las semillas mecéanicamente e incubarlas en placas de petri, bajo técnicas
convencionales. Asi, las discrepancias observadas entre estos autores y nuestros
resultados podrian deberse a que se trata de especies diferentes y a que el cultivo
in vitro ofrece condiciones 6ptimas de crecimiento que pueden favorecer los

procesos germinativos.
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Respecto a los parametros evaluados, tanto el TMG como el IVG adquieren
importancia debido a que han sido relacionados con el vigor de las semillas. Al
respecto, se obtuvo un TMG significativamente superior al informado para L.
divaricata y L. tridentata que vari6 de 6 a 10 dias (Williams et al., 1974; Hernandez
et al., 2020). Estos resultados son relevantes dado que la velocidad de germinacion
permite conocer la distribucién de la misma en el tiempo y esta relacionada con
otros parametros, como el IVG. Este indice relaciona la CG con el tiempo de
germinacion y ello explica, en parte, que los valores de IVG obtenidos en este
estudio mejoren respecto a los reportados para las semillas de L. divaricata en
condiciones convencionales de cultivo. En este sentido, Inostrosa (2023) indic6 un
IVG inferior al observado para L. ameghinoi (7,05) (Tabla 3), lo cual ha sido
relacionado con una mayor energia para que las semillas germinen. De esta
manera, los bajos valores de TMG obtenidos en condiciones Optimas de
germinacion, asi como los altos porcentajes de semillas germinadas y de IVG
sugieren que L. ameghinoi presenta semillas vigorosas y de buena calidad

fisiologica (Nassif y Perez, 2000).

Otro parametro de interés es la energia germinativa (EG) dado que ésta se basa en
la teoria de que solo las semillas que germinan rapida y vigorosamente en
condiciones de laboratorio son capaces de producir plantulas vigorosas en
condiciones de campo, mientras que una germinacién débil y tardia es limitante
(Aldhous, 1972). Si bien, los resultados no presentaron diferencias estadisticamente
significativas, la EG de las semillas cultivadas in vitro de L. ameghinoi duplic6 los
valores obtenidos para este parametro por Inostrosa (24,3 + 6,41%) en semillas
escarificadas de L. divaricata incubadas en condiciones de laboratorio (Datos no
publicados). En conjunto, los resultados observados a partir de los pardmetros
germinativos, representan una ventaja para estas semillas debido a que éstas son
capaces de dar origen a un mayor namero de plantulas, mas vigorosas y en menor
tiempo, por su mayor energia y vigor germinativo. Estos aspectos podrian
incrementar las posibilidades de una mayor supervivencia de L. ameghinoi in natura
(Espitia et al., 2016).
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Cabe destacar que, a pesar de que los tratamientos fueron estadisticamente
similares en relacién a los parametros germinativos, las pequefias diferencias
obtenidas en D3 representan una ventaja en términos practicos del cultivo in vitro
dado que incrementa la cantidad de material vegetal introducido bajo estas
condiciones. Por otra parte, los parametros germinativos demuestran que los
tratamientos de desinfeccion evaluados no perjudicaron las semillas de L.
ameghinoi, aspecto que resulta fundamental para su introduccion al CTV. Esto,
sumado al conocimiento sobre las metodologias para interrumpir la dormancia y el
vigor de las semillas, es determinante para el uso de esta especie en practicas de
restauracion ecologica y en programas de multiplicacidn masiva y conservacion ex
situ. Ademas, permite ampliar las posibilidades de bioprospeccion de la “jarilla
rastrera”, bajo condiciones controladas para obtener células, tejidos y érganos
capaces de acumular compuestos valiosos como es el caso de los polifenoles
(Palacio et al., 2012).

4.2 Bioprospeccion

4.2.1 Cuantificacion de polifenoles totales

La concentracion de compuestos totales de polifenoles (CTP) obtenida de las
diferentes metodologias de extraccion realizadas (Tabla 2), se presentan en la
Figura 5. En general, se puede observar que, en los extractos provenientes de
plantas de campo, las extracciones con solventes (etanol y metanol) fueron mas
eficientes que las acuosas, coincidentemente con lo informado por Martins et al.
(2012) y Boiteux et al. (2019), en L. tridentata y L. cuneifolia, respectivamente. El
bajo contenido de CTP de los extractos acuosos podria deberse a la naturaleza
apolar de las paredes celulares vegetales. Asi, disolventes de menor polaridad que
el agua, como es el caso del metanol y el etanol, extraen con mayor facilidad los
compuestos fendlicos de las células (Dorta et al., 2011). Por otro lado, en los
extractos acuosos, los polifenoles pueden ser degradados por la accién de la
enzima polifenol oxidasa, otorgando una coloracion amarronada a los extractos, tal
como fue observado en este trabajo, mientras que la misma se inactiva en presencia

de solventes (Figura 6) (Gonzalez-Montelongo et al., 2010; Dorta et al., 2011).
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Si bien no se detectaron diferencias significativas para ambos tipos de muestras
entre solventes, el CTP obtenido en los extractos foliares fue de 2 a 3 veces superior
al de los de tallo (Figura 6) (HE: 83 £12,6 y HM: 78,4 +1,3>TM: 59,1 + 1,15y TE:
48,3 £ 4,25 mg eq. GAE/g PS). Coincidentemente, Lorenzo et al. (2019) informaron,
para L. divaricata y L. cuneifolia, un mayor contenido de polifenoles en extractos de
hojas respecto a los de madera seca, sin especificar el tipo de muestra utilizado en
este ultimo caso. Por otro lado, Carbajal et al. (2017) utilizaron hojas de estas dos
especies para extraer compuestos fenolicos mediante la infusién de las mismas e
informaron un CTP de 1,042 y de 0,7 mg GAE/|, respectivamente, valores inferiores
al obtenido en nuestro extracto, bajo condiciones similares (HA). Por otra parte,
Boiteux et al. (2019) realizaron una extraccion metandlica y acuosa de hojas de L.
cuneifolia y obtuvieron un CTP entre 15 y 10 veces inferior a los del presente
estudio. Sin embargo, Lorenzo et al. (2019; 2020) duplicaron nuestros resultados en
extractos etandlicos de L. cuneifolia y L. divaricata. De manera similar, Martins et al.
(2017) obtuvieron valores hasta 4 veces superiores en extractos acuosos,
metandlico y etandlico, a partir de hojas de L. tridentata. Las discrepancias
observadas entre los distintos autores, podrian deberse, por un lado, al hecho de
gue vario la especie bajo estudio y las procedencias de las mismas. Por otro lado,
la cuantificacion de polifenoles para L. ameghinoi se realiz6 sobre muestras

obtenidas en ambientes mas australes en relacion a los reportes anteriormente

citados.
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Figura 5: Valores de CTP expresados en mg eq. de GAE/g PS para los extractos de hoja
acuoso (HA), metandlico (HM), etandlico (HE), de tallo acuoso (HA), metandlico (TM), etandlico
(TE) y de vitroplantas (IVE). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias

(p-valor < 0,05).
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En este sentido, ha sido ampliamente comprobado que factores relacionados con
los estimulos ambientales, tales como la luz, temperatura, disponibilidad de agua,
altitud y salinidad, pueden afectar significativamente algunos procesos metabdlicos
asociados con la sintesis de compuestos bioactivos en plantas (Chaves y Escudero,
1999; Jones y Hartley, 1999; Yang et al., 2018). Por otro lado, las metodologias de
extraccion aplicadas en cada caso también condicionan el CTP final. No obstante,
es sabido que la capacidad de extraccion depende del disolvente, el tipo de
compuesto fendlico, el método de extraccion empleado y la posible presencia de
sustancias de interferencia (Buci¢-Koji¢ et al., 2011). Asi, muchos de los autores
citados asistieron sus extracciones con temperaturas altas, ultrasonidos,
maceraciones 0 extracciones consecutivas para aumentar su rendimiento. Es
preciso sefialar que la obtencién de compuestos fendlicos en L. ameghinoi se logré
a partir de metodologias simples y replicables, lo cual aporta un gran potencial para
complementarse con otras técnicas de extraccién, de manera de aumentar la

eficiencia de la misma.

Figura 6: extractos foliares metandlicos (HM), etandlicos (HE) y acuoso (HA), de izquierda a

derecha, de L. ameghinoi. Elaboracion propia.

Entre los resultados de CTP obtenidos para las plantas de campo se observé que
los valores de los extractos metandlicos y etandlicos no presentaron diferencias
significativas entre si y fueron superiores a los acuosos. Por otro lado, actualmente

hay una tendencia a reducir el uso de solventes organicos, regulados por la Ley
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Nacional de Alcoholes 24.566, que limita el uso de metanol para aquellos productos
gue puedan ser manipulados por humanos. De esta manera, para la extraccion de
polifenoles a partir de las vitroplantas soélo se utilizd6 etanol como solvente y se
obtuvo un CTP estadisticamente similar al de los extractos acuosos de tallo, e
inferior a los de hoja in natura (Figura 3) (IVE: 39,2 £ 2,2>HA:29,4+£2 >TA: 19+
2,8 mg eq. GAE/ g planta PS). Como se mencion6 anteriormente, estas diferencias
en el contenido de polifenoles, pueden deberse a que la sintesis de MS se encuentra
influenciada por estimulos ambientales, que no estan presentes en el cultivo in vitro.
En este sentido, algunos autores han indicado que la produccién de los mismos en
plantas in vitro varia en cantidad y composicion de aquellas procedentes de campo,
siendo usualmente menor en las primeras (Nikolova et al., 2013, Barros et al., 2012).
Esto puede deberse a que las vitroplantas no elicitadas, las cuales generalmente
derivan de material juvenil, crecen en condiciones ideales de luz, humedad,

temperatura y nutrientes.

El cultivo in vitro del género ya ha sido utilizado para la obtencién de metabolitos
secundarios, particularmente el acido nordihidroguaiarético (NDGA) y sus
derivados, compuestos reconocidos por su fuerte actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Palacio et al., 2008, Palacio, 2011; Palacio et al., 2012). De esta
manera, nuestros resultados generan las bases necesarias para optimizar el
protocolo de extraccion de polifenoles y promover las técnicas de cultivo de tejidos

in vitro que beneficien la produccion de los mismos en L. ameghinoi.

4.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

Como se desprende de la Tabla 4, a excepcion de las extracciones acuosas de hoja
(HA) y etandlicas de tallo (TE), cuyas actividades antioxidantes variaron segun la
metodologia utilizada, el resto de los extractos presentaron una fuerte correlacion
entre los métodos DPPH y ABTS (r=0,83). Asi, los extractos que exhibieron menor
actividad, en ambos casos, fueron los acuosos de tallo (TA) y los de vitroplantas
(IVE). Dicha respuesta podria deberse al menor contenido de polifenoles, tal como
se detall6 en el punto 4.2.1. Por otra parte, la actividad obtenida en todos los
extractos por el método ABTS fue superior a las de DPPH. En este sentido, se ha

observado que el DPPH presenta limitaciones asociadas a su mayor estabilidad (y,
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por lo tanto, menor reactividad) y a su afinidad en medios organicos, por lo cual
resulta mas adecuado para caracterizar compuestos hidrofébicos. En cambio, el
radical ABTS tiene una reactividad mas alta, es compatible con la mayoria de los
antioxidantes debido a su solubilidad en medios acuosos y organicos,
caracteristicas que lo presentan como una herramienta util para determinar la AO
en compuestos lipofilicos e hidrofilicos en diversas matrices (Floegel et al., 2011,
Martysiak-Zurowska y Wenta, 2012; Mareéek et al., 2017).

Tabla 4. Valores medios y desvios estandar de actividad antioxidante expresado en CAET (umoles
de Trolox/g muestra en peso seco) e ICso (mg/ml) de los extractos de vitroplantas y de campo de L.
ameghinoi medidas por DPPH y ABTS.

DPPH ABTS DPPH ABTS
Muestra
CAET ICso
HA 174,3 + 40 3¢ 106,8 + 18,4 3 0,3 + 0,00 P° 0,11 + 0,01 a>¢
HM 289,4+37,2% 465,27 +74,71% 0,15 + 0,00 @ 0,08 + 0,00 @
HE 230,7 +15,6®® 310,18 + 14,46 2 0,21 + 0,00 & 0,11 + 0,00 a>¢
TA 88,84 + 7,7 ¢ 88,9 + 0,40 b° 0,2 +0,06 2 0,13+0,01°
™ 193,7 £ 31,3% 256,21 + 8 3¢ 0,21 +0,01% 0,09 + 0,00 &
TE 138,31 + 302 198,26 + 12 3~ 0,19+ 0,01 2 0,12 + 0,00 b°
IVE 349+£0,2° 63,53 +10,3°¢ 0,38+£0,03° 0,31 +0,00¢

* Superindices con letras diferentes en una misma columna, indican que hay diferencias
significativas entre las medias (p-valor < 0,05).
Al igual que el CTP, la actividad antioxidante de Larrea spp. ha sido evaluada en
varias ocasiones, especialmente con el método de captura del radical DPPH.
Lorenzo et al. (2019) compararon la AO de extractos etandlicos de L. divaricata y L.
cuneifolia, y, en concordancia con nuestros resultados, obtuvieron para ambas
especies aproximadamente el doble de actividad antioxidante en CAET, en
extractos de hoja respecto de los de madera. Sin embargo, la actividad hallada por
estos autores fue entre 3 y 4 veces superior a la obtenida en el presente estudio.

Este resultado fue también observado para el mismo extracto en L. cuneifolia
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(Lorenzo et al., 2020). Por otro lado, Aliaga Huashuayo (2021) obtuvo entre 425,9y
480,4 mg de Trolox/ml en muestras etandlicas y metanolicas de hojas de L.
divaricata, valores que duplican los obtenidos en el presente estudio, con el mismo
tipo de extracto. Por otro lado, Gomez et al. (2021), obtuvieron compuestos fendlicos
de muestras foliares a partir de cloruro de metileno de L. divaricata y L. nitida e
informaron una AO 3,5 veces inferiores a los expuestos en nuestro trabajo, para L.

ameghinoi.

La concentracion en que los extractos evaluados son capaces de inhibir el 50%
(ICs0) de los radicales libres DPPH y ABTS variaron en un rango entre 0,08 y 0,38
mg/ml (Tabla 4). Al igual que la AO expresada en CAET, ambos métodos mostraron
una correlacion fuerte entre ellos para las muestras evaluadas (r=0,79). El extracto
HM fue significativamente mas eficiente para inhibir los radicales libres, mientras
que el IVE fue el que requiri6 de una mayor concentracion de muestra para lograr
dicha actividad. Tal como se observd en la AO evaluada en CAET, en términos
generales, los resultados determinados por el método ABTS presentaron mayor
actividad que los de DPPH. No obstante, los extractos de tallo evaluados por el
método DPPH no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si.
Sin embargo, cuando fueron determinados por ABTS se obtuvieron leves
diferencias entre ellos, siendo TM el que requiri6 menor cantidad de muestra para
inhibir el 50% de los radicales libres. La mejor actividad ICso observada en este
trabajo (HM) coincide con los presentados por Ortega et al. (2017) para L. divaricata
y por Carbajal et al. (2017) para L. cuneifolia, quienes obtuvieron valores de ICso de
0,096 y 0,07 mg/ml a través de los métodos DPPH y ABTS, respectivamente. Sin
embargo, Gémez et al. (2021) reportaron valores de ICso por el método DPPH para
L. divaricata y L. nitida 10 veces inferior que el obtenido para el extracto HM en el

presente estudio.

La actividad antioxidante in vitro de los extractos, expresada como CAET tuvo una
fuerte correlacion con el CTP (r=0,72 a 0,86), lo cual indica que aquellos que
presentaron mayor concentracion de compuestos fendlicos también mostraron la
mayor AO. Por otro lado, el analisis de correlacion de CTP con ICso mostro

correlaciones bajas entre ambas variables (r= -0,44 a -0,36), es decir que, un
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incremento del CTP fue correspondido con una reduccion del ICso. En este sentido,
una disminucion en el valor de ICso (y un coeficiente de correlacion bajo) implica una
AO mayor. Estos resultados han sido informados en otras oportunidades en las que
se ha indicado una relacion directa entre un alto contenido de polifenoles y una
mayor capacidad antioxidante de los extractos (Oomah et al., 2011; Zugié et al.,
2014; Niroula et al., 2019). Cabe destacar que la AO de los extractos de L.
ameghinoi fue significativa y comparable a la de otros autores y, ademas, podria ser

incrementada a partir de la optimizacion del proceso de extraccion de CTP.
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5. Conclusiones

A patrtir de los resultados obtenidos en esta tesis, se logré determinar que:

Se logré obtener una metodologia eficiente para la desinfeccién y
germinacion bajo condiciones in vitro de las semillas de L. ameghinoi Speg.

Los parametros germinativos evaluados bajo estas condiciones (CG, TMG,
IVG y EG), indican que L. ameghinoi presenta semillas vigorosas y de buena
calidad fisioldgica.

Se logré la introduccion exitosa de esta especie al Cultivo de Tejidos
Vegetales.

Fue posible obtener compuestos polifendlicos en L. ameghinoi y el CTP de
las plantas in natura fue superior al obtenido a partir de las vitroplantas.

Bajo las condiciones experimentales aqui propuestas, los polifenoles
extraidos de plantas in natura tuvieron mayor afinidad con disolventes
organicos que con agua.

Los extractos evaluados de L. ameghinoi fueron capaces de inhibir los
radicales libres ABTS y DPPH, por lo que podrian ser considerada como
fuente de compuestos bioactivos con potencial antioxidante.

En general, se observé una tendencia lineal entre el mayor CTP de los
extractos y su actividad antioxidante, independientemente del método de
determinacion utilizado.

Nuestros resultados indican que L. ameghinoi tiene un valor potencial y real
para ser utilizada en la extraccién de compuestos fendlicos.

Este trabajo constituye el primer reporte de propagacion sexual (a través de
semillas) mediante el cultivo de tejidos in vitro y de bioprospeccion quimica
para esta especie. Esta informacién ofrece la posibilidad de incrementar la
produccion de metabolitos bajo induccién in vitro, asi como de generar
protocolos de multiplicacién masiva y de conservacion ex situ.
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7. Anexo

Tabla 1: Antecedentes de Larrea spp. en Cuantificacion de Polifenoles Totales (CTP).

L. tridentata

L. divaricata

L. cuneifolia

L. tridentata

L.cunefolia

L. cuneifolia

L. cuneifolia

L. divaricata

L. cuneifolia

L.divaricata

Planta adulta de
campo

Plantas adultas
de campo

Plantas adultas
de campo

Planta adulta de
campo

Planta adulta de
campo

Planta adulta de
campo

Hojas

Partes
aéreas

Hojas

Hojas

Hojas

Hojas
Madera
Hojas

Madera

Hojas

Hojas

Acuo0so
Metanol
Etanol

Acetona

N-hexano
Cloroformo

Metanol

ACU0SO
(infusion)

Acuoso
(con calor)

Metanol

AcCU0SO0

Etanol

Etanol

Metanol-
maceracion
Etanol
maceracion
Etanol
-maceracion

300 mg GAE/g planta
peso seco
336,70 mg GAE/g
planta peso seco
237,60 mg GAE/g
planta peso seco
409,20 mg GAE/g
planta peso seco

2,637 mg GAE/g
9,688 mg GAE/g
69,705 mg GAE/g

1042 mg GAE/L

300 mg GAE/gr

500 pg GAE/mI
300 pg GAE/mlI
232 ug GAE/mg PS
82,91 ug GAE/mg PS
136 ug GAE/mg PS

76,35 pg GAE/mg PS

228,1 ug GAE/ mg

886 mg EAG/100 ml
882 mg EAG/100 ml

846 mg EAG/100 ml
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Tabla 2: Antecedentes de Actividad Antioxidante en Larrea spp.

L. divaricata

L. cuneifolia

L. divaricata

L. cuneifolia

L.divaricata

L. divaricata

L. nitida

L.divaricata

97,80 mmoles de Trolox
100/g hoja seca
43,62 nmoles de Trolox
100/g madera seca
67,40 nmoles de Trolox
100/g hoja seca
39,07 nmoles de Trolox
100/g madera seca

8,42 ug de Trolox/ml
8,41 ug de Trolox/ml
425,91 mg de Trolox/ml
480,45 mg de Trolox/ml

448,64 mg de Trolox/ml

0,163 mg/ml
0,101 mg/ml

0,096 mg/ml

19,7 pg/ml
71,2 pg/ml
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Figura 1. Esquema resumido de las actividades metodolégicas de germinacion y desinfeccion
empleadas para la introduccién de L. ameghinoi al cultivo de tejidos vegetales in vitro. Elaboracion
propia
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Figura 2. Esquema resumido de las actividades metodolégicas utilizadas para bioprospeccion
quimica de L. ameghinoi. Elaboracién propia.
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