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RESUMEN

Baccharis crispa Spreng. es una especie medicinal nativa con demanda de mercado,
empleada por sus propiedades hepéticas. El abastecimiento para el consumo y la
comercializacion se basa en la actividad extractiva a partir de poblaciones silvestres. Esta
situacion ha llevado a que especie se encuentre amenazada, por lo que contar con fuentes
cultivadas para cubrir su demanda aliviaria la presion sobre las poblaciones silvestres. Por
esta razdn es necesario iniciar estudios de propagacion, evaluacién de germoplasma y
domesticacion para tender a su cultivo y realizar estudios multidisciplinarios relacionados
con la utilidad potencial de la especie. En relacion al uso potencial, el uso para el
tratamiento de patologias virales es de importancia actual. El trabajo se desarrollé bajo la
hipétesis que el germoplasma silvestre de B. crispa cuando es cultivado y evaluado en un
mismo ambiente expresa diferencias morfoldgicas y agrondmicas entre los individuos
cultivados y éstos también responden de manera distinta a como lo hacen sus congéneres en
la naturaleza. Se planteé como objetivo de esta tesis evaluar la variabilidad morfoldgica y
la variabilidad en la bioactividad de poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. y
generar las metodologias para domesticar y conformar una poblacion variable de la especie.
El trabajo consistié en la descripcién del ambiente de crecimiento de cuatro poblaciones
silvestres de la provincia de Cordoba, la caracterizacion y la evaluacion de variabilidad,
entre y dentro de las poblaciones, considerando caracteres morfométricos y la capacidad
antiviral de extractos organicos y acuosos. Se estudiaron las metodologias apropiadas para
la multiplicacion sexual y asexual, y se evalué el comportamiento del germoplasma
silvestre cuando es cultivado en un mismo ambiente. Se comprobd la existencia de
variabilidad entre y dentro de las poblaciones al evaluar caracteres morfométricos y el
potencial antiviral contra HSV-1 y CHIKV. El germoplasma evaluado tuvo bajo porcentaje
de germinacién y de prendimiento de estacas, no present6 dormicién y no perdio viabilidad
en el tiempo. Se comprobo la existencia de variabilidad entre los individuos cultivados en
un mismo ambiente, considerando caracteres morfométricos y agronémicos; y que el
germoplasma cuando es cultivado responde de manera distinta a como lo hace en las
poblaciones silvestres, considerando caracteres morfométricos. Por lo expuesto hasta aqui
se concluye que se comprob0 la hipétesis planteada en esta tesis, se demostro la existencia
de variabilidad —morfométrica y en la capacidad antiviral- entre y dentro de las poblaciones
silvestres, se generaron metodologias para la domesticacion y se conformé una poblacién
variable de B. crispa.

Palabras Claves: plantas medicinales, domesticacion, carqueja, actividad antiviral,
cultivo.
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ABSTRACT

Baccharis crispa Spreng. is a native medicinal species with market demand, used for its
hepatic properties. The supply for consumption is based on the extraction activity from wild
populations. This situation has led to this specie being threatened. It is necessary to initiate
studies of propagation, evaluation of germplasm and domestication to tend to its cultivation
and to contemplate multidisciplinary studies related to the potential usefulness of the
species. In relation to the potential use, the use for the treatment of viral pathologies is of
current importance. The work was carried out under the hypothesis that the wild germplasm
of B. crispa when is cultivated and evaluated in the same environment, it expresses
morphological and agronomic differences between the cultivated individuals, and they also
respond differently to what their congeners do in nature. The objective of this thesis was to
evaluate the morphological variability and the variability in the bioactivity of wild
populations of Baccharis crispa Spreng. and to generate the methodologies to domesticate
and conform a variable population of the species. The work consisted in the description of
the growth environment of four wild populations in the province of Cdrdoba, the
characterization and evaluation of variability, between and within populations, considering
morphometric characters and the antiviral capacity of organic and aqueous extracts.
Appropriate methodologies for sexual and asexual multiplication were studied, and the
behavior of wild germplasm when grown in the same environment was evaluated.
Variability between and within populations was tested by evaluating morphometric
characters and antiviral potential against HSV-I and CHIKV. The germplasm evaluated had
low germination and stake seeding rates, did not show dormancy and did not lose viability
over time. It was verified the existence of variability among individuals cultivated in the
same environment, considering morphometric and agronomic characteristics; and that
germplasm when cultivated responds in a different way than it does in wild populations,
considering morphometric characteristics. Therefore, it is concluded that the hypothesis
raised in this thesis was verified, the existence of variability between and within wild
populations was demonstrated, methodologies for domestication were generated and a
variable population of B. crispa was formed.

Key words: medicinal plants, domestication, carqueja, antiviral activity, cultivation.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El consumo de plantas silvestres como medicina forma parte del conocimiento
tradicional de distintas poblaciones humanas (Alonso y Desmarchelier, 2006, Juri et al.,
2012, Trajano Nunes y Albuquerque, 2018). El primer escrito sobre el uso de plantas
medicinales tiene unos 4.000 afios de antiguedad y corresponde a pequefias tablas de arcilla
realizadas por los sumerios (Rivero, 2019). Otros registros o evidencias del uso de estas
plantas provienen del Cédigo de Hammurabi, consistente en una serie de tabletas grabadas
en 1.770 A.C. En ellas se menciona, entre muchas especies vegetales, a la menta (Guthrie,
1947).

Una planta medicinal puede ser definida como el vegetal que contiene principios
activos de valor terapéutico y que, por esta razon, es susceptible de ser empleada con fines
medicinales (Ratera y Ratera, 1980). La accion benéfica de estas plantas sobre un
organismo enfermo se debe precisamente a que contienen metabolitos secundarios
bioactivos, tales como terpenoides, esteroides, alcaloides, péptidos y proteinas, acidos
organicos, glucdésidos, saponinas, mucilagos, resinas, taninos y aceites esenciales que son

de gran importancia terapéutica (Dewick, 2002; Evans, 2009).

En la Republica Argentina, conjuntamente con la medicina convencional, coexiste
un sistema de salud tradicional de amplia difusion basado en el uso de plantas medicinales
(Martinez et al., 2006, Arias Toledo, 2009). El abastecimiento para el consumo y la
comercializacion de especies medicinales se basa en la actividad extractiva a partir de
poblaciones silvestres; mientras que el aprovisionamiento a traves del cultivo representa
una fraccién menor del mismo. La recoleccién de las plantas medicinales a partir de su
ambiente natural plantea problemas desde dos puntos de vista. En primer lugar, constituye

un obstaculo para la estandarizacion de las drogas ya que las fuentes de variabilidad para



una misma especie medicinal son diversas y, pese a su importancia, en la mayor parte de
los casos no se toman en cuenta a los fines terapéuticos a nivel de mercado. En segundo
lugar, representa una marcada presion sobre los ecosistemas naturales, con aumento de la
amenaza que pende sobre especies nativas cuyo equilibrio poblacional es cada vez mas
fragil. Llegando a generar casos de completa eliminacion de poblaciones (Petenatti et al.,
2007; WHO, 2010).

En la provincia de Cordoba las familias mas representativas de la flora medicinal
son Asteraceae, Lamiaceae, y Fabaceae (Arias Toledo, 2009; Barboza el al., 2006;
Goleniowski et al., 2006; Barboza et al.; 2009; Lujan y Martinez, 2019). Asteraceae es la
familia de plantas mas numerosa de Argentina, con 227 géneros y alrededor de 1.400
especies nativas y adventicias (Katinas et al. 2007); posee ademas el mayor numero de

taxones nativos utilizados en medicina popular (mas de 270 especies).

Entre las plantas de la familia Asteraceae oficiales de nuestro pais, cuya monografia
consta en la Farmacopea, se cuentan dos especies correspondientes al género Baccharis:
Baccharis crispa Spreng. y Baccharis articulata L., ambas conocidas vulgarmente como
carqueja (Del Vitto et al., 2002).

Los estudios de especies del género Baccharis de uso medicinal tradicional en
Latinoamérica sefialan que presentan principalmente flavonoides, flavonas, diterpenos
labdanos y clerodanos; metabolitos que les confiere actividad anti-inflamatoria,
antioxidante, antifingica, antileucémica, antiviral, espasmolitica y gastroprotectora
(Martinez et al. 2011).

Particularmente las especies conocidas vulgarmente como “carqueja” o “carquejilla”,
tienen aplicacion en la forma de preparaciones fitoterapicas, medicamentos magistrales e
incluso como especialidades farmacéuticas. Entre sus propiedades terapéuticas se
mencionan como hepaticas, colagogo-coleréticas y diuréticas, en uso interno, mientras que

externamente son aplicadas como antisépticas y vulnerarias (Petenatti et al. 2007)



Baccharis crispa Spreng., “carqueja”, es un subarbusto rizomatoso, dioico, de 15 a
45 cm de altura, que posee ramas provistas de tres alas (de 2 a 6 mm de ancho) y hojas
escamiformes, prontamente caducas. Las inflorescencias masculinas (capitulos
estaminados) miden de 4,5 a 7,5 mm de longitud, mientras que las inflorescencias
femeninas (capitulos pistilados) miden de 4 a 7 mm de longitud y poseen aquenios glabros
10 costados. (Ariza Espinar, 1973, 2005; Barboza et al., 2006, Mdller, 2006). Es una
especie diploide, cuyo nimero cromosémico somatico es de 18 (Vaio et al, 2007). La
distribucion geografica de esta especie abarca llanuras y sierras de Cordoba, San Luis,
Catamarca, La Pampa, La Rioja, Rio Negro, Chubut, San Juan, Mendoza, Buenos Aires,
Santa Fe, Tucumén y Salta, Uruguay, Brasil, Paraguay, Bolivia y Perd (Ariza Espinar,
1973; Giuliano y Ariza Espinar, 1999; Giuliano, 2000; Ariza Espinar, 2005; Miiller, 2006).
Popularmente es utilizada como antiséptica, antirreumatica, colagoga, diurética, hepatica
(Del Vitto et al., 1997; Abad y Bermejo, 2007), para tratar trastornos de impotencia o
fertilidad (Hieronymus, 1882, Sorart y Bandoni, 1978) y como antioxidante (Roig, 2001).
Posee actividad antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana y antiviral
(Palacios et al. 1983, Rodriguez et al., 2007, Barboza et al., 2009, Flordo et al. 2012). Se
encuentra inscripta como droga oficial en la Farmacopea Argentina, por sus propiedades
digestivas, desde el afio 1966. El uso de esta especie como digestiva, protectora hepatica y
antirreumatica podria deberse al alto contenido (>1%) de &cidos cafeilquinicos,

principalmente acidos isoclorogénicos, que posee (Palacios et al., 1999).

De las especies medicinales nativas con demanda de mercado, B. crispa es una planta
de interés econdémico y social en la Argentina. EI mercado se abastece de material
recolectado de poblaciones silvestres de la especie; por lo que éstas presentan una alta tasa
de extraccion (Martinez, 2005; Martinez et al., 2006; Arias Toledo, 2009; Barboza et al.,
2009; Hurrel and Puentes., 2013; Pavan et al. 2017; Cantero et al., 2019; Lujan y Martinez,
2019). Es asi que esta especie medicinal se encuentra amenazada y contar con fuentes
cultivadas para cubrir su demanda aliviaria la presién sobre las poblaciones silvestres
(Barboza et al., 2009). Por esta razdn, es necesario iniciar estudios de propagacion,

evaluacion de germoplasma y domesticacién de la especie para tender a su cultivo.



Existen tres categorias de especies silvestres, desde el punto de vista de su utilizacion
actual y potencial: parientes de especies domesticadas, especies que se usan pero no estan
domesticadas y especies que pueden convertirse en domesticadas en alguna etapa futura
(Frankel, 1977). De acuerdo con esta clasificacion, B. crispa es una especie silvestre de uso

medicinal tradicional, pero que adn no estd domesticada.

Para lograr la domesticacion de la carqueja, ademas de conocer la metodologia méas
apropiada para su multiplicacion, es importante evaluar germoplasma describiendo el lugar
de origen, evaluar caracteristicas morfoldgicas y extender la evaluacion a estudios
multidisciplinarios. Estos estudios deben tener la motivacion comdn de estar relacionados
con la utilizacion actual y potencial (Frankel, 1977). En relacion al uso potencial de las
especies medicinales, los tratamientos de patologias virales son de importancia actual. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) advierten que las enfermedades virales representan un gran reto para la Salud
Publica (PAHO, 2013), ya que afectan a un gran numero de individuos en cortos periodos
de tiempo y son una de las principales causas de muerte en el mundo (Vahidnia et al., 2017,
Simoni et al., 2018). Mundialmente se ha comenzado a buscar en las hierbas medicinales el
tratamiento de las enfermedades virales, ya que son relativamente mas accesibles,
econOmicas y tienen menos posibilidades de toxicidad y resistencia (Akram et al., 2018).
Por estas razones el estudio del potencial antiviral de B. crispa es de importancia en el

contexto actual.

Cuando se dispone de germoplasma silvestre y se desea lograr su domesticacion, es
necesario realizar la evaluacion de dicho germoplasma en los ambientes naturales de
crecimiento y en el ambiente donde se lleva a cabo la introduccion a cultivo (Ojeda, 2004).
Es importante esta evaluacion, ya que no es posible cultivar sin que automaticamente se
realicen cambios en la expresion de la informacion hereditaria del material que se cultiva
Las plantas de una especie silvestre puestas en cultivo responderan de manera distinta a

como lo hacen en su ambiente natural de crecimiento (Cubero Salmeron, 2014).



HIPOTESIS

Cuando germoplasma silvestre de B. crispa es cultivado y evaluado en un mismo
ambiente se expresan diferencias morfologicas y agrondémicas entre los individuos
cultivados y éstos también responden de manera distinta a como lo hacen sus congéneres en

la naturaleza.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la variabilidad morfologica y la variabilidad en la bioactividad de
poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. y generar las metodologias para

domesticar y conformar una poblacion variable de la especie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la existencia de variabilidad morfoldgica en poblaciones silvestres

de B. crispa.

2. Evaluar la variabilidad en la bioactividad, actividad antiviral y virucida, de
extractos organicos y acuoso caliente obtenidos de poblaciones silvestres de

B. crispa
3. Realizar estudios de propagacion sexual y agamica

4. Evaluar la respuesta de germoplasma proveniente de poblaciones silvestres en

un mismo ambiente



BIBLIOGRAFIA

Abad M. J. y Bermejo P. 2007. Baccharis (Compositae): a review update. ARKIVOC 2007
(vii) 76-96.

Akram M., Mahmood Tahir I., Ali Shah S.M., Mahmood Z., Altaf A., Ahmad K., Munir
N., Daniyal M., Nasir S.and Mehboob H. 2018. Antiviral potential of medicinal
plants against HIV, HSV, influenza, hepatitis and coxcackievirus: A systematic
review. Phytotherapy research 32: 811-822.

Alonso J. y Desmarchelier C. 2006. Plantas medicinales. Bases Cientificas para su

aplicacion primaria de la salud. Corpus, Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina, 748 pp.

Arias Toledo B. 2009. Diversidad de usos, practicas de recoleccion y diferencias segun
género y edad en el uso de plantas medicinales en Cordoba, Argentina. Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas 8 (5): 389 —
401.

Ariza Espinar L. 1973. Las especies de Baccharis (Compositae) de Argentina Central.
Boln. Acad. Nac. Ci. Cordoba 50: 175-305.

Ariza Espinar L. 2005. Prédromo de la flora fanerogdmica de Argentina central. Familia
Asteraceae Tribu Asterae. Museo Botanico. Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales. Universidad Nacional de Cordoba. Cérdoba, Argentina. 139 pp.

Barboza G.E., Cantero J.J., Nufiez C.O. y Ariza Espinar L. 2006. Flora Medicinal de la
Provincia de Cordoba (Argentina). Pteridofitas y Antofitas silvestres o
naturalizadas. Graficamente, Cérdoba, Argentina, 1264 pp.

Barboza G.E., Cantero J.J., NUfiez C, Pacciaroni A, Espinar L.A. 2009. Medicinal plants: a
general review and a phytochemical and ethnopharmacological screening of the
native argentine Flora. Kurtziana 34(1-2):7-365

Cantero J.J., Nufiez C.O., Bernardello G., Amuchéastegui A., Mulko J., Brandolin P.,
Palchetti M.V., Iparaguirre J., Virginil N. y Ariza Espinar L. 2019. Las plantas de
interés econdmico de Argentina. UniRio. Rio Cuarto, Argentina, 936 pp (e-book
Isbn: 978-987-688-332-0)

Cubero Salmerén J.1. 2014. Introduccion a la mejora genética vegetal. 3ra Ed. Mundi-
prensa. Madrid, Espafia 602 pp.

Del Vitto L.A., Petenatti E.M. y Petenatti M.E. 1997. Recursos Herbolarios de San Luis
(Republica Argentina) Primera Parte: Plantas Nativas. Multequina 6: 49-66.

Del Vitto L.A., Petenatti E.M. y Petenatti M.E. 2002. Introduccion a la Herboristeria. Ser.
Tecn. Herbario UNSL. pp.10-61.

Dewick P.M. 2002. Medicinal natural products, a biosynthetic approach. Wiley, New York,
507 pp.

Evans W.C. 2009. Trease and Evans” Pharmacognosy. Saunders. London, 616 pp.
Flordo A., Budel J.M., Rocio Duarte M., Marcondes A., Ferreira Rodrigues R.A.,Villa

Nova Rodrigues M., Aimbiré de Moraes Santos C.,Weffort-Santos A.M. 2012.



Essential oils from Baccharis species (Asteraceae) have anti-anflammatory effects
for human cells. Journal of Essential Oil Research, 24:6, 561-570.

Frankel O.H. 1977. Natural variation and its conservacién. En: Muhammed A., Aksel R.,
con Borstel R.C. (EDS). Genetic diversity un planta. Basic Life sciences. Sprinter,
Boston PP 21-44.

Giuliano D.A. y Ariza Espinar L. 1999. Asteraceae, Tribu Astereae, Subtribu Baccharinae.
Catélogo de las plantas vasculares de la Argentina. Monogr. Syst. Bot. Missouri
Bot. Gard. 74: 125-127.

Giuliano D.A. 2000. Asteraceae, Tribu Ill. Astereae parte A, Subtribu c. Baccharinae. Flora
fanerogamica argentina. Proflora/CONICET 66: 3-73.

Goleniowski M.E, Bongiovanni G.A., Palacio L., Nufiez C.O. y Cantero J.J. 2006.
Medicinal plants from the “Sierra de Comechingones”, Argentina. Journal of
Ethnopharmacology 107:324-341.

Guthrie D. 1947. Historia de la Medicina. Salvat, Barcelona, Espafia 558 pp.

Hieronymus, J. 1882. Plantae diaphoricae, Florae argentinae. Bol. Acad. Nac. Ci. 4: 159-
160.

Hurrell J.A. and Puentes J.P. 2013. Medicinal and aromatic species of Asteraceae
commercialized in the conurbation Buenos Aires-La Plata (Argentina). Ethnobio.
Conserv. 2 (7): 1-40.

Juri M.D., Montero Hagen L.N., Gimelfarb L.S., Ormefio M., Prosperi A. y Chiarini F.
2012. Usos de plantas medicinales y aromaticas silvestres. Chilecito-Famatina.
UNDeC. La Rioja, Argentina. 54 pp.

Katinas L., Gutiérrez D.C., Grossi, M.A. y Crisci, J.V. 2007. Panorama de la familia
Asteraceae (= Compositae) en la Republica Argentina. Bol. Soc. Argent. Bot. 42 (1-
2): 113- 129.

Lujan M.C. y Martinez G.J. 2019. Etnobotanica médica urbana y periurbana de la ciudad de
Cordoba (Argentina). Bol Latinoam Caribe Plant Med Aromat 18 (2): 155 — 196.

Martinez G.J. 2005. Recoleccién y Comercializacion de Plantas Medicinales en el
Departamento Santa Maria, Provincia de Cordoba, Argentina. Acta Farm.
Bonaerense 24 (4): 575-84.

Martinez G.J., Planchuelo A.M., Fuentes E. y Ojeda M. 2006. A numeric index to establish
conservation priorities for medicinal plants in the Paravachasca Valley, Cordoba,
Argentina. Biodiversity and Conservation 15:2458-2475.

Martinez S., Mollinedo P., Mamani O., Almanza G y Terrazas E. 2011. Estudio in vitro de
la actividad antifingica de extractos vegetales del género Baccharis sobre Candida
albicans. Revista Boliviana de Quimica 28 (1): 35-40

Mdller J. 2006. Systematic of Baccharis (Compositae-Asterae) in Bolivia, including an
overview of the genus. Systematic Botany Monographs. Vol. 76: 1-341,

Ojeda M.S. 2004. Caracterizacion de poblaciones y avances en la domesticacion de
peperina Minthostachys mollis (Kunt). Griseb. Tesis Doctorado. Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina, 134 pp.



PAHO. 2013. Enfermedades virales. Publicado en internet. Disponible en:
https://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=7927:2
013-enfermedades-virales&ltemid=39407&lang=en Activo julio 2020.

Palacios P., Gutkind G., Rondina R.V.D., De Torres R. y Coussio J.D. 1983. Actividad
Antimicrobiana de Baccharis crispa Sprengel («Carqueja», F. A.) y Baccharis
notosergila Gris. Actu Fami. Bonaerense 2 (1): 5-10.

Palacios P.S., Wilson E.G. y Debenedetti S.L. 1999.Analisis por HPLC de &cidos
cafeilquinicos presentes en tres especies de Baccharis. Dominguezia 15(1): 39-46.
Pavan M.F., Furlan V., Caminos S. y Ojeda M.S. 2017. Las personas y las plantas

medicinales en el noroeste de Cordoba, Argentina. Reconocimiento y valoracion de
los recursos naturales locales. Bol Latinoam Caribe Plant Med Aromat 16 (1): 78 —
87.

Petenatti E.M., Petenatti M.E., Cifuente D.A., Gianello J.C., Giordano O.S., Tonn C.E.y
Del Vitto L.A. 2007. Medicamentos herbarios en el centro-oeste argentino.
Caracterizacion y control de calidad de especies de «carquejas»: Baccharis
sagittalis y Baccharis. triangularis (Asteraceae). Lat. Am. J. Pharm. 26 (2): 200-
207.

Ratera E.L. y Ratera M.O. 1980. Plantas de la flora argentina empleadas en medicina
popular. Hemisferio Sur, Buenos Aires, Argentina, 61-62 pp.

Rivero A.M. 2019. Uso de plantas medicinales en la poblacion de Berisso, su aplicacion en
los nifios: conocimientos, practicas y valores de la comunidad. Tesis doctoral.
Universidad Nacional de La Plata. La Plata, Argentina, 155 pp.

Rodriguez M.V., Martinez M.L., Ferrari S., Campagna M.N., Bandoni A., Gattuso S.J. y
Gattuso M.A. 2007. Estudio morfoanatomico sobre poblaciones de Baccharis
microcephala y su actividad antioxidante. Comparacion con otras especies de
Baccharis. Bol. Latinoam. Caribe Plant. Med. Aromaticas Vol. 6 (5): 215-216.

Roig F.A. 2001. Flora medicinal mendocina. Las plantas medicinales y aromaticas de la
provincia de Mendoza (Argentina). Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza,
Argentina 303 pp.

Simoni I.C., Aguiar B., Martineli de Araujo Navarro A., Martins Parreira R., Bittencourt
Fernandes M.J., Frankland Sawaya A.C.H. and FaVero O.A. 2018. In vitro antiviral
activity of propolis and Baccharis sp. exttracts on animal herpesviruses. Arg. Inst.
Biol. 85:1-7.

Sorar( S.B. y Bandoni A.L. 1978. Plantas de la medicina popular Argentina. Albatros,

Buenos Aires, Argentina 153 pp.

Trajano Nunes A. and Albuquerque U.P. 2018. South American biodiversity and its
potential in medicinal and aromatic plants. En: Medicinal and aromatic plants of the
world. Albuquerque, U.P., Umesh P. and Mathé A. (Ed.). Springer. (eBook)
https://doi.org/10.1007/978-94-024-1552-0 pp.3-15.



https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=7927:2013-enfermedades-virales&Itemid=39407&lang=en
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=7927:2013-enfermedades-virales&Itemid=39407&lang=en
https://doi.org/10.1007/978-94-024-1552-0

Vahidnia F., Stramer S., Kessler D., Shaz B., Leparc G. and Krysztof D. 2017. Recent viral
infection inUS boold donors and health-related quality of the life (HRQOL) Quality
of life research 26 (2): 349-357.

Vaio M., Mazzella C., Rodriguez M., Lopez-Carro B., Porro V., Bonifacino M., Speranza
P. y Folle G. 2007. Estudios citogenéticos y de contenido de ADN en especies de
plantas medicinales: carquejas y marcelas. XII Jornadas de la Sociedad Uruguaya de
Biociencias. Montevideo, Uruguay. Actas de Fisiologia 11: 47.

WHO. 2010. Cambio climatico y salud humana. Diversidad Bioldgica. Publicado en
internet, disponible en
https://www.who.int/globalchange/ecosystems/biodiversity/es/ Activo julio de 2020.



https://www.who.int/globalchange/ecosystems/biodiversity/es/

CAPITULO 2

CARACTERIZACION IN SITU Y EVALUACION DE LA
VARIABILIDAD PARA CARACTERES MORFOMETRICOS
DE POBLACIONES SILVESTRES DE B. crispa.

INTRODUCCION

La conservacion y el uso sostenible de los recursos fitogenéticos son fundamentales
para satisfacer las necesidades alimentarias y de salud que presenta la creciente poblacion
mundial. Es asi, que los programas de mejoramiento fitogenético publicos y privados tienen
entre otros objetivos, la generacion de materiales superiores a los existentes en
productividad y calidad, adaptados a las diferentes condiciones ambientales regionales del
pais. Dichos materiales necesitan ser caracterizados y evaluados para ser utilizados en los
programas de mejoramiento. La caracterizacion y evaluacion de germoplasma comprende
aspectos, morfométricos, agronémicos, bioquimicos, moleculares, de tolerancia al estrés

bidtico y abidtico; y varian segln la especie y la finalidad de los estudios (PAEM, 2013).

En nuestro pais se manifiesta un creciente grado de concientizacion de la sociedad
acerca de la necesidad de la conservacion y el uso sustentable de los recursos fitogenéticos.
Argentina posee germoplasma nativo de especies de importancia regional y mundial.
Existen numerosas especies nativas que constituyen una importante fuente de productos
vegetales, las que son utilizadas tradicionalmente con aplicaciones especificas tales como
las plantas medicinales. Estos recursos presentan potencial econémico y son objeto de una
constante extraccion de material vegetal a partir de poblaciones naturales para su uso
(Clausen et al., 2008).

10



En Cordoba se encuentra muy difundida la comercializacion de especies aromaticas
y medicinales, siendo las serranias del centro y noroeste la zona donde adquiere mayor
relevancia la explotacién de estos recursos vegetales (Ojeda, 2004).

A nivel gubernamental y de legislacion, en nuestro pais y en Cdrdoba se han
iniciado acciones tendientes a la preservacion y manejo de especies vegetales medicinales y
aromaticas nativas. Se esta procurando la puesta en cultivo en zonas aridas y semiaridas del
pais. Para esto se plantea la necesidad de lograr cantidad, calidad y continuidad en la
produccidn; siendo entonces muy importante la caracterizacion, manejo y mejoramiento de
las especies nativas (Ojeda, 2004). En este sentido se puede citar como referencia a la Ley
Provincial 10.280 (2015), que declara de interés provincial a las actividades de cultivo,
cosecha, produccidn, industrializacion y comercializacion de hierbas aromaéticas y
medicinales en los Departamentos San Javier, San Alberto, Pocho, Minas y Cruz del Eje de

la provincia de Cordoba, Argentina.

Como sucede con todos los organismos vivos que se desarrollan en condiciones
naturales, las poblaciones de individuos que conforman una especie vegetal estan bajo una
continua interaccion dinamica de adaptacion con los factores particulares en los que se
desarrollan dichas poblaciones (Hidalgo, 2003). Los estudios de diversidad (entendida
como la variabilidad entre y dentro de poblaciones de una especie) pueden ser llevados a
cabo utilizando caracteres morfométricos y bioquimicos de tipo cualitativos y cuantitativos,
con mayor o menor influencia del ambiente en su expresién fenotipica. Los estudios de
variabilidad dentro y entre poblaciones silvestres de especies nativas, constituyen la base
para la domesticacién de la especie (Mast, 1975; Ojeda, 2004).

La variabilidad contenida en el genoma de una especie puede ser agrupada en dos
grandes clases: (1) la que se expresa en caracteristicas visibles y que conforman el fenotipo,
y (2) la que no se expresa en caracteristicas visibles y que en general se refiere a los
procesos o productos internos de la planta. En relacion con el fenotipo, los caracteres que lo
conforman corresponden en su gran mayoria a la descripcion morfoldgica de la planta 'y su

arquitectura. Pueden ser de tipo cualitativo o cuantitativo, e incluyen algunos de los
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caracteres botanicos-taxonémicos mas otros que no necesariamente identifican la especie,
pero que son importantes desde el punto de vista de necesidades agronomicas, de
mejoramiento genético, de mercado y de consumo. La variabilidad que se expresa en
caracteres visibles se denomina fenotipica y dentro de ella se encuentran las caracteristicas
botanicas-taxondémicas, las morfo agrondémicas y las evaluativas como respuesta a factores
bioticos y abidticos. La variabilidad que no se expresa en caracteristicas requiere para su
identificacion el uso de técnicas especiales de laboratorio que en la actualidad se refieren

principalmente a marcadores moleculares (Hidalgo, 2003).

La utilizacion de estadisticos simples permite estimar y describir el comportamiento
de diferentes grupos de individuos en relacién con cada caracter que se evalia. Los mas
comunes son el promedio, la media aritmética, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente
de variacién (CV), que se utilizan en el anélisis de datos cuantitativos. Estos se deben
realizar antes de cualquier analisis multivariado, ya que proporcionan una idea general de la

variabilidad del germoplasma.

Considerando que el estudio de la variabilidad de una especie a nivel de sus
poblaciones permite conocer ciertas caracteristicas de importancia para introducirlas
eficazmente a cultivo y asegurar un manejo sustentable, se plantedé el objetivo de
“Caracterizar in situ y evaluar variabilidad morfolégica en poblaciones silvestres de B.

crispa”.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal:

Se trabajo con poblaciones silvestres de carqueja proveniente de la zona de
distribucion natural de la especie en la provincia de Cordoba. En cada poblacion se
evaluaron 40 plantas, 20 pies masculinos y 20 pies femeninos. Las plantas se seleccionaron
al azar en la poblacion considerando una distancia minima de 1 m entre plantas, ya que la

especie ademas de reproducirse sexualmente también lo hace por rizomas (Chaves, 2012).

Recurriendo a informacion de herbarios, material bibliografico especifico,
informantes claves y a la experiencia de trabajos previos con la especie, se localizaron
poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng en la provincia de Cordoba. De ellas,
para el presente trabajo de tesis se seleccionaron cuatro: Villa del Parque (31°49°14,7°°S,
64°30°17,8’0, 827 ms.n.m), Puesto Pedernera (31°36°21,2”’S, 64°41°14,5°0, 1515
ms.n.m), Tala Cafada (31°21°57,4°’S, 64°57°11,5°’0, 1342 ms.n.m) y San Gerénimo
(31°20°02,3°’S, 64°55°50,7°°0, 1486 ms.n.m). Las poblaciones identificadas como San
Geronimo y Tala Cafiada se encuentran en el Departamento Pocho, a una distancia de la
Ciudad de Cordoba de 118 km y 131 km, respectivamente. La poblacion identificada como
Puesto Pedernera se encuentra en el Departamento Punilla a 71 km de la Ciudad de
Cordoba; mientras que la poblacion de Villa del Parque se localiza en el Departamento
Santa Maria y dista 65 km de la Ciudad de Cérdoba. En la Fig. 2.1 se representa la
localizacion de las poblaciones en la provincia de Cordoba, en tanto que la Fig.2.2 ilustra

cada uno de los sitios de evaluacion.
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Figura 2.1. Ubicacién de las poblaciones silvestres de B. crispa en la provincia de
Cordoba, Argentina
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Figura 2.2. Sitios de muestreo de poblaciones silvestres de B. crispa. A-Villa del Parque;
B-Puesto Pedernera; C-Tala Cafiada y D-San Geronimo.
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Caracterizacion edafoclimatica:

En cada poblacion se recolectd una muestra compuesta de suelo, de la profundidad
de crecimiento de las raices. El analisis fisico-quimico fue acorde a lo realizado por Chaves
(2012). Se usaron los registros, tomados del Servicio Meteoroldgico Nacional (SMN)

(https://www.smn.gob.ar/), de temperatura maxima y minima media del mes enero y del

mes de julio, ademas de la precipitacién media anual (mm). La informacién provista por el
SMN corresponde a un promedio calculado en el periodo 1981 — 2010. Se recurrio a esta
informacién por la imposibilidad de contar con datos provenientes de estaciones

meteoroldgicas en cada una de las poblaciones.

Caracteres morfométricos:

Los caracteres morfométricos evaluados fueron altura de planta (cm), ancho de ala
(cm), longitud de entrenudo (cm), longitud de inflorescencia femenina (cm) y ndmero de
aquenios por capitulo (Chaves et al., 2010). Para realizar las mediciones, al trabajo de
Chaves et al. (2010) se le realizaron modificaciones para luego poder repetirlas en el

ensayo bajo un mismo ambiente. La manera de realizar cada medicion fue la siguiente:

-En ambos sexos se midio (Fig. 2.3):

Altura de planta (cm): medida desde la base de la planta hasta el extremo de la rama

mas alta.

Longitud de entrenudo (cm): se midieron todos los entrenudos de la rama mas alta,
considerando desde la base hasta el extremo de la rama, y con dichos valores se calculo la

longitud de entrenudo promedio.

Ancho de ala (cm): a los 10 centimetros de altura de la rama mas alta, se midio el

ancho de las tres alas y se promediaron las mediciones.
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Figura 2.3. A. -Ejemplar silvestre de B. crispa. 1: Altura; B. Detalle de la ramificacién
mas alta del ejemplar A.- 2: longitud de 1 entrenudo; 3.a, 3.b y 3.c: ancho de ala a los 10
cm.

-Solamente en las hembras se midio (Fig.2.4):
Longitud de inflorescencia femenina (cm): se consideraron cinco inflorescencias

terminales de cada planta evaluada.

Numero de aquenios por capitulo: se contabilizaron los aquenios de cada una de las
inflorescencias femeninas usadas para medir longitud de inflorescencia femenina.
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Figura 2.4. A-Inflorescencia femenina de B. crispa silvestre, 1-Longitud de inflorescencia
femenina. B-Aquenio maduro de B. crispa.

Andlisis Estadistico:

Los resultados de los ensayos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2017). Se utiliz6 estadistica descriptiva para caracterizar las poblaciones a
través de las variables medidas. Para el anélisis de variabilidad se emplearon Analisis de
Componentes Principales y ANAVA. Se uso la prueba DGC a posteriori para comparar

medias (a=0,05) (Di Rienzo et al., 2002).
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RESULTADOS

Al ser una especie es diclino dioica (Cabrera, 1963) se herboriz6 un ejemplar
femenino y otro masculino de cada una de las poblaciones, los que fueron depositados en el
herbario ACOR (Facultad de Ciencias Agropecuarias dependiente de la Universidad
Nacional de Cérdoba —F.C.A.- U.N.C.-). Los ejemplares fueron incorporados a la coleccion
LMC con los nimeros (834 3.1; 907 2.1; 907 3.1; 907 4.1; 908 2.1; 908 3.1; 908 4.1 y 908
5.1).

Para describir el suelo de las poblaciones, se realizaron los analisis fisicos-quimicos
de suelo en el Laboratorio de Suelos y Aguas (LABSA) —F.C.A.- U.N.C.-. El resultado de
estos analisis se presenta resumido en las Tablas 2.1y 2.2.

Tabla 2.1. Resultados del analisis quimico del suelo de las cuatro poblaciones de B. crispa
evaluadas.

Poblacion MO C pH CE
Villa del parque 12,41 7,20 6,3 0,4
Puesto Pedernera 8,11 4,70 57 0,4

Tala Cafada 8,90 5,16 6,0 0,6
San Gerénimo 7,31 4,24 6,0 0,5

MO: Materia Organica (%); C: Carbono Organico (%); CE: Conductividad eléctrica (dS/m)

Tabla 2.2. Resultados del analisis fisico del suelo de las cuatro poblaciones de B. crispa
evaluadas.

Poblacion gArrj;‘;rg,;})’ - :‘jri:”(ao o A;ir;a(;‘/lt)’y Limo (%)  Arcilla (%)
Villa del Parque 4,1 20,1 10,1 25,6 9,0
Puesto Pedernera 11,9 48,1 0,1 1,4 6,6

Tala Cafiada 20,5 24,5 0,0 16,8 10,8
San Gerénimo 6,5 27 6,6 18,8 10,0
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De acuerdo con estos resultados, las poblaciones evaluadas crecen en suelos con pH
levemente &cidos y sin problemas de salinidad. Los valores de Materia Organica (MO) y de
Carbono (C) en los cuatro sitios son superiores a los valores medios, de 5.8% y 3%
respectivamente, reportados por Wilson (2017) para la region. El elevado porcentaje de MO
de Villa del Parque podria ser atribuido a que el suelo muestreado es muy superficial con
elevada cobertura de material en descomposicion. El suelo donde crecen las poblaciones de
Villa del Parque, Tala Cafiada y San Gerdnimo presenta textura franco-arenosa; mientras

que el de la poblacién de Puesto Pedernera presento textura arenosa.

En la Tabla 2.3 se presentan los registros de temperaturas medias minimas y
maximas para los meses de julio y enero, ademas de la precipitacion media anual de los

departamentos donde crecen las poblaciones.

Tabla 2.3. Registros climéticos, por departamento, donde se ubican las poblaciones
evaluadas

Poblacién Departamento A B PPMA
Villa del Parque Santa Maria 29°/18° 189/4° 141
Puesto Pedernera Punilla 320/18° 180¢/5° 121,1

Tala Cafada Pocho 32°0/18° 18° /5° 121,1
San Ger6nimo Pocho 320/18° 189/ 5° 121,1

A: Temperatura maxima y minima media del mes enero (° C). B: Temperatura maxima y minima media del
mes de julio (° C). PPMA.: Precipitacion media anual (mm).

Para caracterizar a las poblaciones silvestres y evaluar variabilidad entre ellas, se
presentan en la Tabla 2.4 las medidas resumen de las variables cuantitativas medidas in
situ a los individuos muestreados en cada una de las poblaciones y el resultado del ANAVA

con su correspondiente significancia estadistica (DGC, p<0,05).
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Tabla 2.4. Medidas resumen de cinco caracteres morfométricos medidos en poblaciones silvestres de B. crispa. Valores medios con

significancia estadistica (DGC p<0,05).

Medidas

Longitud inflorescencia

Altura (cm) Ancho de ala (cm) Longitud entrenudo (cm) . Aguenios/capitulo
resumen femenina (cm)
PP SG VP TC PP SG VP TC PP SG VP TC PP SG VP TC PP SG VP TC
media | 20,56(a) 2528(b) 24,08(b) 24,9(b) | 0,2(b) 0,23(b) 0,15(a) 0,25(b) | 1,06(a) 1,26(b) 1,28(b) 1,32(b) | 0,98(b) 0,99(b) 0,81(a) 1,02(b) | 75,2(b) 8l(c) 53,4(a) 70,15(b)
DE 459 7,49 4,56 637 | 006 005 0,04 0,13 0,31 0,36 0,47 0,63 0,18 0,15 0,28 015 | 1398 1406 9,84 9,55
CV 22,31 29,62 18,93 256 | 2852 2295 2349 5395 | 2945 2839 3691 4819 | 1849 1534 3443 1474 | 1858 17,36 1843 1361
Min 14 12 13 16 010 013 0,1 0,1 0,47 0,68 0,4 0,47 0,7 0,7 0,5 0.7 54 53 36 55
Max 29 50 37 39 033 033 0,23 0,67 1,63 2,6 2,03 3,6 14 13 15 1,2 92 97 78 92

PP=Puesto Pedernerra; SG=San Ger6nimo; VP= Villa del Parque y TC= Tala Cafiada. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (DGC,
p=<0,05)
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La poblacion Puesto Pedernera (PP) es significativamente diferente (DGC, p<0,05)
y de menor altura media, respecto a las poblaciones San Gerénimo (SG), Villa del Parque
(VP) y Tala Cafada (TC). Para este caracter, la poblacion de VP es la que presenté més
uniformidad entre los individuos muestreados. Al analizar los resultados para el caracter
ancho de ala, se encontr6 que las poblaciones difieren estadisticamente (DGC, p<0,05),
siendo en VP donde se registraron los menores valores para esta variable. Es destacable el
valor que el coeficiente de variacion (CV) asume en la poblacién de TC, ya que nos
demuestra una variacion importante dentro de esta poblacion para este caracter. Para la
longitud entrenudo, PP nuevamente difiere estadisticamente (DGC, p<0,05) de las restantes
poblaciones; siendo en promedio sus plantas de menor longitud entrenudo. También se
observa que el CV para TC es superior al del resto de las poblaciones, lo cual demuestra
mayor variacion dentro de la poblacion para este caracter. Para la longitud de inflorescencia
femenina VP presento el menor valor medio y difirié estadisticamente (DGC, p<0,05) de
PP, TC y SG. Para este caracter, VP tuvo mayor variacion entre sus individuos. Por ultimo,
el nimero de aquenios por capitulo presentd diferencias estadisticamente significativas
(DGC, p<0,05) entre las poblaciones. Siendo VP la que menor numero promedio de
aquenios presentd y SG la de mayor numero promedio de aquenios por capitulo, mientras
que PP y TC, tuvieron valores medios para esta variable, pero mayores a VP y menores a
SG.

Debido a que para hacer la caracterizacion de las poblaciones y evaluar variabilidad
entre ellas se emple6 mas de un cardcter cuantitativo, se realiz6 un Andlisis de
Componentes Principales (ACP) con tres objetivos: a) conocer si existe correlacion entre
las variables usadas en la evaluacion, b) como es el comportamiento de las poblaciones
respecto a esas variables y c) poder explicar, en el caso de existir, las diferencias entre las
poblaciones. Como puede observarse en el biplot del ACP (Fig. 2.5), con las dos primeras
componentes se explica el 95,6 % de la variabilidad total entre las poblaciones, para los

caracteres morfométricos considerados.
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A nivel de CP1 las variables con mayor valor discriminante son ancho de ala,
longitud de inflorescencia y nimero de aquenios, que explican el 55 % de la variabilidad
existente entre las poblaciones en estudio. Asi, las poblaciones de Tala Cafiada, San
Geronimo y Puesto Pedernera, que muestran los mayores valores para las tres variables, se
diferencian de la poblacion de Villa del Parque, que registra los menores para las variables
mencionadas. A nivel de la CP2, las variables con mayor valor discriminante son la
longitud de entrenudo y la altura, que explican un 40,6 % de la variabilidad observada,
diferenciando a la poblacion de Puesto Pedernera (que muestra los menores valores para

ambas variables) del resto de las poblaciones.
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DISCUSION

Para el uso y aprovechamiento sustentable de plantas arométicas y medicinales
nativas es importante su cultivo, para poder proveer de suficiente materia prima y aliviar la
presion sobre las poblaciones silvestres con las que actualmente se cubre su demanda de
mercado. Asi es posible ofrecer para la venta un producto de calidad, homogéneo en sus
caracteres organolépticos y con buenos rendimientos. Para lograr tal cultivo es necesario
avanzar sobre la caracterizacion, manejo y mejoramiento de las especies nativas (Ocafio,
2017).

Los valores encontrados, al realizar la caracterizacion de las poblaciones silvestres
de B. crispa, para los caracteres altura de planta, ancho de ala, longitud entrenudo y nimero
de aquenios por capitulo se encuentran dentro de los valores citados en las descripciones
botanicas de la especie y trabajos previos de caracterizacion (Cabrera, 1963; Ariza Espinar,
1973 y 2005; Giulano, 2000; Barboza et al., 2006; Miller, 2006; Chaves et al., 2010;
Chaves, 2012). Al igual que Chaves (2012), se encontrd que la longitud de inflorescencia
femenina supera a los valores citados en las descripciones de la especie (Cabrera 1963;
Giuliano, 2000; Mdiller, 2006).

En cuanto a la descripcion del suelo donde crecen las poblaciones silvestres
evaluadas, los resultados coinciden con los encontrados por Chaves (2012) al caracterizar
los suelos de poblaciones silvestres de B. crispa de la provincia de Cordoba; siendo estos
suelos superficiales, preponderantemente arenosos, levemente &cidos, sin problemas de

salinidad y con buen contenido de materia orgénica.

La variabilidad encontrada dentro y entre las poblaciones evaluadas es esperable en
poblaciones silvestres de especies nativas, ya que los individuos que las conforman se
desarrollan en interaccion dinamica con los factores particulares de los sitios de crecimiento
(Hidalgo, 2003, Ojeda, 2004; Amujoyegbe et al., 2012). Esta variacién natural permite a las
poblaciones adaptarse a diferentes micro-ambientes permitiendo su supervivencia a lo largo
del tiempo (Liébana et al. 2017).
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Al realizar la caracterizacion y evaluacion de poblaciones silvestres de B. crispa de
la provincia de Cdrdoba, distintas a las evaluadas en el presente trabajo, se ha demostrado
previamente la existencia de variabilidad entre las poblaciones evaluadas para los
caracteres morfométricos considerados y entre las condiciones ambientales en que
prosperan dichas poblaciones (Chaves, 2012; Chaves et al., 2014), como se ha observado
también en el presente estudio. También existen antecedentes de caracterizacion y
evaluacion de variabilidad realizados con otras especies aromaticas y medicinales nativas
presionadas y con demanda de mercado. Se encontré variabilidad, para caracteres
morfométricos y entre las condiciones ambientales de crecimiento, entre poblaciones
silvestres de la provincia de Cordoba de “tomillito de las sierras” (Hedeoma multiflorum
Benth.) (Liébana, 2011; Liébana et al., 2017); “suico” (Tagetes minuta L.) (Massuh, 2007),
“peperina” (Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling) (Ojeda, 2004). Lo mismo ocurre
entre poblaciones silvestres de “peperina” y de “incayuyo” (Lippia integrifolia (Griseb.)
Hieron.) de distintas provincias argentinas (Ojeda, 2004; Brunetti, 2017). Todos los
estudios aqui citados se han realizado con el objetivo de recabar la informacién basica para
conocer la variabilidad del material de partida para la domesticacién y el inicio de
programas de mejoramiento genético vegetal (Allard, 1980; Cubero Salmeron, 2014), que
actualmente se encuentran en distinto grado de avance. Los individuos de las cuatro
poblaciones silvestres de B. crispa evaluadas mostraron variabilidad para los caracteres
considerados, por lo que con germoplasma de las poblaciones evaluadas es posible
comenzar un programa de mejoramiento genético vegetal en la especie para caracteres

agronémicos y bioactivos.
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CONCLUSIONES

Se caracterizaron, empleando caracteres morfométricos, cuatro
poblaciones silvestres de “carqueja” situadas en la zona de sierras de la

provincia de Cérdoba.

Los valores encontrados en los caracteres morfométricos en las
poblaciones evaluadas fueron acordes a los citados en la descripcion

botanica de la especie, salvo la longitud de inflorescencia femenina.

Se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones para todos
los caracteres evaluados, siendo el numero de aquenios por capitulo el

caracter que tuvo mas variabilidad entre las poblaciones.

Se caracteriz6 el suelo de los sitios de crecimiento de las poblaciones
silvestres evaluadas, siendo estos suelos superficiales,
preponderantemente arenosos, levemente 4&cidos, sin problemas de

salinidad y con buen contenido de materia organica.

Con los cinco caracteres morfométricos considerados se determind la
existencia de variabilidad entre las poblaciones y dentro de cada
poblacion. Este dato cobra importancia ya que esta variabilidad es la base
a partir de la cual se podra comenzar, una vez domesticada, un programa
de seleccion y mejoramiento en la especie tanto para caracteres

agrondémicos y como para su bioactividad.
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CAPITULO 3

VARIABILIDAD EN LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL Y
VIRUCIDA DE EXTRACTOS ORGANICOS Y ACUOSO
CALIENTE OBTENIDOS DE POBLACIONES SILVESTRES
DE B. crispa

INTRODUCCION

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) advierte que la aparicion de nuevos
virus y sindromes asociados a ellos, los cambios en los patrones epidemioldgicos, la ausencia
de vacunas para virus huérfanos y la creciente resistencia a los medicamentos antivirales son
factores que conforman un escenario para la emergencia y re emergencia de virus con potencial
epidémico y pandémico. Por ello, las enfermedades virales representan un gran reto para la
Salud Publica (PAHO, 2013). Ademas, las infecciones virales son una de las principales
causas de muerte en el mundo (Vahidnia et al., 2017), afectan a un gran nimero de
individuos en cortos periodos de tiempo y tienen altos niveles de morbilidad y mortalidad
(Simoni et al., 2018). Por lo que el desarrollo de nuevos y mejores compuestos antivirales
es vital y deseable (Abad et al., 1999a).

Mundialmente se ha comenzado a buscar en las hierbas medicinales el tratamiento
de las enfermedades virales, ya que son relativamente mas accesibles, econémicas y tienen
menos posibilidades de toxicidad y resistencia. Estudios recientes han revelado que una

gran variedad de plantas medicinales tienen efecto antiviral (Akram et al., 2018).

Las infecciones virales causadas por herpes virus y chikungunya virus ocasionan en
la poblacion altos niveles de morbilidad, pudiendo convertirse en infecciones cronicas,

provocar discapacidad y en casos extremos la muerte del individuo enfermo (WHO, 2017a
y b).
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Los herpes virus son los virus con genoma ADN mas importantes en las patologias
orales y adquieren especial relevancia cuando infectan a sujetos con VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana) o con cuadros de inmunodepresion (Bascones-Martinez y
Pousa-Castro, 2011). Hay dos tipos de virus del herpes simple: de tipo 1 (HSV-I) y de tipo
2 (HSV-2). El HSV-I se transmite principalmente por contacto de boca a boca mientras que
el HSV-2 se transmite por via sexual; ambos causan infecciones faciales y genitales que
duran toda la vida. EI HSV-1 es un virus neurotropico que causa principalmente infecciones
orales, desde leves como los herpes labiales, hasta graves como la meningoencefalitis
(WHO, 2017b). En el afio 2012 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimaba que
3.700 millones de personas menores de 50 afios (el 67 % de la poblacién mundial) tenian
infeccion por HSV-1. La prevalencia estimada de la infeccion era mas elevada en Africa (87
%) y mas baja en las Américas (40 %-50 %). Se calcula que la mayoria de las infecciones
genitales por HSV-I ocurren en las Américas, Europa y el Pacifico Occidental, donde el
HSV-I sigue adquiriéndose hasta bien entrada la edad adulta (WHO, 2012). Los
medicamentos antivirales, como el Aciclovir (ACV), el famciclovir y el valaciclovir, son
los mas eficaces para las personas infectadas por HSV-I. Sin embargo, aunque pueden
reducir la intensidad y frecuencia de los sintomas, no curan la infeccion. Ademas, el mayor
inconveniente que esta presentando el ACV y sus derivados es la aparicion de resistencia en
pacientes que llevan siendo tratados con estos compuestos largos periodos de tiempo,
principalmente inmunocomprometidos. Por ello, el estudio de nuevos antiherpéticos con

diferentes mecanismos de accion, esta a la orden del dia (Praena y Lépez-Guerrero, 2019).

El virus chikungunya (CHIKV) es un virus ARN que se transmite de una persona a
otra por la picadura de la hembra infectada de mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus.
Aunque rara vez causa la muerte, puede causar dolor articular crénico y discapacidad en
algunas personas. Provoca la aparicion subita de fiebre, acompafiada de dolores articulares,
dolores musculares, de cabeza, nauseas, cansancio y erupciones cutaneas. Los dolores
articulares suelen ser muy debilitantes, pero generalmente desaparecen en pocos dias,
aunque también pueden durar semanas (WHO, 2017a). El virus puede causar una
enfermedad aguda, subaguda o cronica. Las complicaciones graves no son frecuentes, pero

en personas mayores la enfermedad puede contribuir a la muerte. Hasta el momento no
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existe un tratamiento especifico ni una vacuna disponible para prevenir la infeccion de este
virus (Kantor, 2018). En el afio 2016 se notifico el primer brote de fiebre Chikungunya en
Argentina. La mayoria de los casos autoctonos confirmados mediante pruebas de
laboratorio se registraron en la provincia de Salta y Jujuy (Boletin Epidemiolégico, 2016).
Todos los casos confirmados dieron positivo para el virus chikungunya mediante RCP-RT

(transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa) (WHO, 2016).

Teniendo en cuenta la situacion actual de las infecciones por HSV y CHIKV, la
importancia del control de estas infecciones mantiene vigente la necesidad de la busqueda
de nuevas drogas con actividad antiviral capaces de inhibir la replicacién de estos virus.
Una estrategia exitosa es la busqueda de nuevas moléculas activas a partir de fuentes

naturales como las plantas (Visintini Jaime, 2014).

Extractos acuosos y organicos de numerosas especies del género Baccharis han
demostrado actividad antiherpética (Abad et al., 1999a; Abad et al., 1999b; Zanon et al.,
1999, Montahana et al., 2004; Torres et al., 2011; Visintini Jaime, 2014; Simoni et al.,
2018; Venturi et al., 2018). En este sentido, los antecedentes en el estudio de potencial
antiviral de la especie sugieren que Baccharis crispa Spreng podria tener actividad antiviral
asociada al contenido de &cidos cafeilquinicos que posee (Palacios et al., 1999). Rivarola et
al. (2009), encontraron que concentraciones subtdxicas de extractos acuosos y organicos de
B. crispa inhiben a los virus Herpes Simple Tipo 1 (HSV-I) y Encefalitis Equina
Venezolana (VEEV), enfatizando en la necesidad de continuar esta linea de investigacion
para mejorar el conocimiento y validacion de las propiedades antivirales de la especie.

El estudio de la potencial bioactividad de la especie es por un lado un aporte
importante para revalorizar y promover su conservacion; por otro lado, los resultados
contribuyen al avance en la busqueda de nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento de
infecciones virales a partir de fuentes naturales. Ademas, la evaluacion de la variabilidad en
la bioactividad entre poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. de la provincia de

Cordoba es clave para iniciar su domesticacion, ya que este proceso opera sobre la base de
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la variabilidad de las poblaciones de la especie, en estado silvestre, que se desea domesticar
(Casas y Parra, 2016)

En base a lo expuesto se planted el siguiente objetivo: “Evaluar la variabilidad, para

la actividad antiviral y virucida, de extractos orgdnicos y acuoso caliente obtenidos de

poblaciones silvestres de B. crispa de la provincia de Cordoba, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Material Vegetal

Se recolectd material vegetal (parte aérea), manteniendo la identificacion de origen,
de las poblaciones silvestres incluidas en el estudio de variabilidad para caracteres
morfométricos. Las poblaciones fueron identificadas como: Villa del Parque (VP), San
Gerénimo (SG), Puesto Pedernera (PP) y Tala Cafiada (TC). Las muestras de material
vegetal se secaron a temperatura ambiente, protegidas de la luz solar y del polvo hasta peso
constante. Una vez secas se trituraron utilizando un molino de cuchillas con tamiz n° 6
(Retsch KG 5657 HANN, Germany).

Extractos Organicos

Para la obtencion de los extractos se selecciond un método de extraccion continuo
con solventes de polaridad creciente que consiste en la maceracion del material vegetal con
un determinado disolvente, que va extrayendo los componentes mas solubles (Villar del
Fresno, 1999). Las muestras de material vegetal pesaron 40 g (peso seco). Este proceso se

realiz6 con un extractor Soxhlet (Figmay) (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Esquema de un extractor Soxhlet (Soxhlet mechanism2.gif por Tomasz Dolinowski
esta licenciado bajo CCO 1.0)

Antes de comenzar con la extraccion el material vegetal fue sometido a una
maceracion con hexano para extraer grasas y clorofila. Se emple6 una relacion de material
vegetal/solvente de 1:2 (p/v) por 48 h, renovando el solvente a las 24 h. Posteriormente se
comenzé la extraccion, utilizando el extractor Soxhlet; con cloroformo (CHCI3) capaz de
extraer sustancias poco polares y luego con Etanol (EtOH), que extrae los compuestos mas
polares. El material vegetal estuvo en contacto con cada solvente hasta su agotamiento. Una
vez descartado el residuo vegetal, se procedié a la concentracion de los extractos a presion
reducida y a temperaturas moderadas, entre 30 — 40 °C, utilizando un rotavapor (Buchi

R110).

Extractos Acuosos

Para la obtencion del extracto acuoso caliente, se utilizd otra fraccion de partes
aéreas secas y molidas de B. crispa (40 g). Al material vegetal se le agrego cantidad
suficiente de agua para cubrirlo (aproximadamente 500 mL) y se calent6 por una hora a 85

°C (decoccion). Una vez obtenido el extracto acuoso, fue sometido a una liofilizacion
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(Liofilizador Labconco LYPH LOCK 6); proceso que permite la eliminacion de agua
mediante la congelacién rapida de la muestra, seguida de la sublimacion del agua, a presion
reducida y temperaturas inferiores a 0°C (-50 °C). Una vez obtenidos los extractos organicos

y acuosos se calculd el rendimiento (%) (g de extracto/100 g de materia seca).

BIOACTIVIDAD IN VITRO: VARIABILIDAD PARA ACTIVIDAD
ANTIVIRAL Y ACTIVIDAD VIRUCIDA

Linea Celular

Se emplearon cultivos de la linea celular Vero clon 76 [rifidn de mono verde
africano (Cercopithecus aethiops L.)], mantenidas en estufa (Sanyo, Incu Safe MCO 17
AC) con atmosfera himeda conteniendo 5 % COz a 37 °C. Para cada ensayo se prepar0
una suspension celular que contenia 2x10° cél/mL, a partir de la cual se sembraron las
distintas placas de cultivo. Se emplearon monocapas de 24 h de incubacion en placas de
96 pocillos para la evaluacion de la citotoxicidad y de 48 h de incubacion en placas de 24
pocillos para la evaluacién de la actividad antiviral y virucida. La incubacion se realizé en
Medio de Crecimiento (MC), el cual estaba compuesto por Medio Esencial Minimo
(MEM) con aminoacidos no esenciales modificado por Dulbecco, suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina (3 g/L) y sulfato de gentamicina (50 pg/mL)
como antibidtico (ATB).

Muestras para Ensayos Biol6gicos

Se prepararon soluciones stock en dimetil sulféxido (DMSO) de cada extracto, en
una concentracion de 100 mg/mL. Las diluciones preparadas a partir de estas soluciones
madres se realizaron con Medio de Mantenimiento (MM), el que estuvo compuesto por
MEM con aminoacidos no esenciales modificado por Dulbecco, suplementado con 2% de
SFB, 1% L-glutamina y 50 pg/mL de ATB.
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Evaluacion de la Citotoxicidad

La citotoxicidad se evalud a través del efecto de los extractos sobre la viabilidad
celular (VC) aplicando el método de captacion de Rojo Neutro (RN) (Borenfreund y
Puerner, 1985). Este método se basa en la capacidad de las células viables de incorporar el
RN como marcador supravital. Este colorante cationico penetra las membranas celulares
por difusion pasiva, concentrandose en organelas con membrana (lisosomas vy
endosomas). En consecuencia, la cantidad de colorante retenido es proporcional al nimero
de ceélulas viables (Repetto et al., 2008). Se siguid este protocolo realizandole algunas
modificaciones. Para esto, se usaron monocapas de células Vero de 24 h de crecimiento
en placas de 96 pocillos, a las que se les elimind el medio de crecimiento (MC) y se le
agregd MM nuevo conteniendo 15 concentraciones de cada extracto entre 10 pug/mL a
1000 pg/mL (Lingua et al., 2018), por triplicado. Se dejaron cultivos de células con MM
solo, como control celular (CCe). Los cultivos celulares se observaron diariamente en
microscopio Optico invertido para detectar la aparicion de alteraciones en la morfologia
celular hasta la aplicacion del colorante. Al cabo de 72 h de incubacion, el medio fue
removido y se agregd durante 3 h, una solucion de RN (50 pg/mL en MEM).
Posteriormente, el colorante contenido en los lisosomas y endosomas de las células se
extrajo con una solucion de agua - etanol - &cido acético (50:49:1) durante 15 min en
agitacion continua a temperatura ambiente. La densidad Optica (DO) del colorante
extraido se obtuvo mediante un lector de microplacas (BioTek ELx800) realizando las
lecturas a 540 nm. Los porcentajes de viabilidad celular se determinaron en base a los
valores obtenidos de los CCe, tomados como 100 % de viabilidad, utilizando la siguiente

férmula;

% de viabilidad = [D.O (t) x 100]/D.O(c)

- D.O (1), densidad 6ptica del cultivo tratado.

- D.O (c), densidad o6ptica del cultivo control.

36



A partir de los valores obtenidos con esta formula, se confeccionaron curvas de
viabilidad, en las cuales se graficaron las concentraciones de los extractos (pg/mL) vs.
porcentaje de viabilidad celular (% VC). A partir de estos graficos se determinaron los
valores de concentracion que provocan dafio celular evidente al 50 % de los cultivos
tratados (concentracion citotoxica media, CCso) y aquellos que provocan dafio celular
evidente al 10% de los cultivos tratados, también denominada méxima concentracion no
citotoxica (MCNC).

Cepas Virales Estudiadas

Como modelos virales de experimentacién se eligieron virus que estan totalmente
caracterizados y son de uso corriente en investigacion en el laboratorio de Arbovirus del
Instituto de Virologia Dr. J. M. Vanella (InViV, FCM-UNC). Los sistemas virales

elegidos como modelos fueron:

A) virus ARN: Chikungunya (CHIKV) (Alfavirus-Arbovirus) genotipo Asiatico-

americano

B) virus ADN: Herpes Simple Tipo 1 (HSV-I) (Herpes virus) cepa KOS.

Determinacién del Titulo del Stock Viral

La titulacion de los stocks de virus utilizados se realizé siguiendo la técnica de
unidades formadoras de placas (UFP) bajo agarosa en células Vero (Earley et al., 1967).
A partir de cada stock se calcularon las diluciones correspondientes para tener 100 UFP

en los ensayos posteriores.

Evaluacion de la Actividad Antiviral in vitro

El objetivo de este ensayo fue evaluar de manera general si los extractos

empleados a concentraciones sub toxicas poseian la capacidad de actuar sobre alguno de
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los modelos virales en estudio. En este sentido, la actividad antiviral de un producto puede
ser medida mediante su capacidad para reducir el numero de UFP, con respecto al control
viral (Del Barrio et al., 2008). Las monocapas fueron infectadas con 100 UFP de cada
modelo viral. Luego de 1 h de incubacion a 37 °C con atmdsfera del 5 % de COo, se lavo
con una solucion salina de fosfatos estéril (PBS) para eliminar las particulas virales que
no fueron capaces de ingresar a la célula y se cubrié la monocapa con medio semisélido
constituido por partes iguales de agarosa al 1 % y MEM de doble concentracion,
conteniendo dosis decrecientes a partir de la CCio de cada extracto a evaluar, por
triplicado. Se incluyeron: controles virales (CVir: células infectadas sin tratar), control de
extractos (Cext: células tratadas a la CC1o y sin infectar), controles celulares (CCe: células
sin infectar y sin tratar) y control positivo (Aciclovir) para el caso del HSV-I; mientras
gue no se incluyo un control positivo contra CHIKV debido a que hasta el momento no
existe un antiviral efectivo para este virus. Seguidamente las células se incubaron a 37 °C
con atmésfera del 5 % de CO> durante 2 (HSV-I) y 3 dias (CHIKV). Posteriormente, las
monocapas de células se fijaron con formol al 10 % durante 2 h y las placas de lisis se
revelaron con una solucidn de cristal violeta al 1 %. De esta manera, el niUmero de placas
fue cuantificado y obtenido el porcentaje de inhibicion (% 1) de cada extracto, en base a

los valores obtenidos en los controles virales (CVir) (100 %).

Evaluacion de la Accidn Virucida in vitro

El objetivo de este ensayo fue determinar si los extractos tienen capacidad para
inactivar las particulas virales antes que las mismas ingresen a la célula hospedadora
(capacidad virucida). La accion inactivante directa de un producto sobre las particulas
virales puede ser evaluada mediante el tratamiento de suspensiones virales de titulo
conocido. El efecto virucida conlleva una disminucion brusca en el titulo infectivo
residual de la suspension con respecto a los controles no tratados (Del Barrio y Parra,
2000; Fernandez Romero et al., 2003; Yang et al., 2005; Del Barrio et al., 2008). Se
determind el efecto directo de cada extracto para inactivar las particulas virales, utilizando
la prueba de reduccién de UFP bajo agarosa en células Vero. Para ello, se mezclaron 100

puL del stock de cada modelo viral con 100 uLL de una concentracion de extracto que
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corresponde a su CCso. Esta mezcla se incubo 1 h a 37 °C. Posteriormente, a partir de cada
mezcla se realizaron diluciones seriadas (factor 10) y cada diluciéon fue agregada por
duplicado sobre una capa confluente de células y tras 1 h de incubacién a 37 °C con
atmosfera himeda de 5 % CO> para permitir el ingreso del virus a la célula hospedadora
(absorcién viral), se agreg6é una solucion semisolida constituida por partes iguales de
agarosa al 1 % y MEM de doble concentracion. Luego del periodo de incubacion
necesario para cada virus, las células fueron fijadas con formol al 10 % durante 2 h y las
placas de lisis se revelaron con una solucion de cristal violeta al 1 %. Se cuantificd
numero de placas y se obtuvo el % | de cada extracto en base a los valores obtenidos en
los controles virales (CVir) (100%).

Andlisis Estadistico

Los valores de CCso, y CCy1o Se obtuvieron a partir de las curvas de dosis-respuesta
generadas a partir de un anlisis de regresion no lineal (Sigmoidal Origin, R%> 0.9),
empleando el programa OriginPro 8.6. Los valores se expresaron (media * error estandar)
de 3 experimentos diferentes. Para evaluar la variabilidad en la citotoxicidad y en
actividad antiviral y virucida entre las poblaciones y dentro de las poblaciones entre sus
extractos, se realizaron analisis de la varianza (ANAVA). Para dicho anélisis se ajusté un

modelo bifactorial, el cual se presenta a continuacion:

Yijk=p + o + Bj + dij + sij

Donde Yijk representa la respuesta de la k-ésima repeticion en el i-ésimo nivel del factor
“extracto” y j-ésimo nivel del factor “poblacion”, u representa la media general, o es el
efecto que produce el i-ésimo nivel del factor “extracto”, Bj es el efecto del j-ésimo nivel
del factor “poblacion, ij es el efecto de la interaccion para la combinacion de los niveles i
del factor “extracto” y j del factor “poblacion y eix €s el error aleatorio asociado a la
observacion ijk-ésima con ~ N (0, o 2 ). Para determinar la significancia estadistica se

aplicd la prueba a posteriori DGC (Di Rienzo et al., 2002) con un o de 0,05. Para la
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realizacion del analisis estadistico se utilizo el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2017)
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RESULTADOS

RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

Se obtuvieron los extractos cloroformico (ECHCI3), etanélico (EEtOH) y el acuoso
caliente (EAc) de cada poblacion en estudio (VP, TC, PP y SG). Los extractos de las cuatro
poblaciones tuvieron un rendimiento promedio de 9,4 %. El extracto cloroférmico de Tala
Cafada duplico el rendimiento promedio, siendo de 20 %. El Extracto Acuoso de la
poblacion Villa del Parque fue de un poco menos de la mitad del rendimiento promedio,
3,7%. El resto de los extractos obtenidos presentaron rendimientos cercanos al promedio
(Tabla 3.1).

Tabla. 3.1. Rendimiento (% p/p) de extractos organicos y acuoso caliente obtenidos de
cuatro poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. de la provincia de Cordoba.

Extracto Poblacion Rendimiento (%
peso/peso)
Villa del Parque 10,8
Cloroférmico Tala Cafada 20
(ECHCI3) San Gerénimo 9,2
Puesto Pedernera 8,3
Villa del Parque 8,4
Etandlico Tala Cafada 7,9
(EEtOH) San Gerénimo 79
Puesto Pedernera 6,8
Villa del Parque 3,7
Acuoso Caliente Tala Caiada 9

(EAC) San Gerdnimo 8,2
Puesto Pedernera 12,5
Rendimiento Promedio 9,4

41



EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD

Del control diario de los cultivos celulares para la determinacion de los efectos
citopaticos se observd que los extractos generaron diferentes tipos de alteraciones
celulares (Tabla 3.2). En todos los casos el grado de afeccion fue dependiente de la
concentracion. Los extractos etanolicos (EEtOH) y cloroférmicos (ECHCIs) de todas las
poblaciones fueron los primeros en actuar sobre la linea celular (24 h); mientras que los
extractos acuosos (EAcC) recién comenzaron a producir alteraciones a partir de las 48 h. En
general, a las 72 h todas aquellas concentraciones que ya habian sido tdxicas

desprendieron las monocapas.

Tabla 3.2. Efectos citopaticos producidos por los extractos sobre monocapas de células
Vero, observadas a las 24 y 48 h post-inoculacion.

Observaciones
24 h. 48 h.

Extractos

ECHCIs Redondeamiento celular Desprendimiento de la monocapa
EEtOH Retraccion de las membranas Desprendimiento de la monocapa

EAC Sin efecto aparente Redondeamiento celular

En la Fig. 3.2 se muestran los efectos citopaticos (ECP) observados respecto a una
monocapa control, la cual s6lo contenia medio de mantenimiento (Fig. 3.2-D). Se
observaron tres tipos de efectos citopaticos: el plegamiento de la monocapa de células sobre
si misma debido a la pérdida de adhesion al sustrato (Fig. 3.2-A); la retraccion de la

membrana (Fig. 3.2-B) y el redondeamiento de las células (Fig. 3.2-C).
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Figura 3.2. Efectos citopaticos observados sobre células Vero. Figura A:
Desprendimiento de la monocapa celular producido por los extractos EEtOH. Figura B:
Retraccion de las membranas celulares generado por los extractos ECHCIls. Figura C:
Redondeamiento celular observado para los extractos EAc. Figura D: corresponde al
control celular (CCe) (40 X).

A partir de los resultados de la evaluacion de viabilidad celular por el método de
captacion del rojo neutro (RN) se confeccionaron las curvas de viabilidad celular (Fig. 3.3),
y por regresion se estimo el valor de concentracion que provoca dafio celular al 50 % de las
células Vero tratadas (Concentraciéon Citotdxica media, CCso) y el valor de concentracién
que provoca un 10 % de dafio celular (CC10 0 MCNC) (Tabla 3.3). Este procedimiento se
realizo para cada uno de los extractos evaluados.
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Figura 3.3. Curvas de viabilidad celular obtenidas al evaluar el efecto de extractos organicos (cloroférmico y etanolico) y acuoso caliente,
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Figura 3.3. (Continuacion) Curvas de viabilidad celular obtenidas al evaluar el efecto de extractos organicos (cloroférmico y etandlico) y
acuoso caliente, sobre células VERO, de cuatro poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. de la provincia de Cordoba, Argentina
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Tabla 3.3. Valores promedio de concentracion citotdxica 50 (CCsg) y de concentracion
citotoxica 10 (CCyo) y variabilidad dentro y entre poblaciones para cada extracto sobre
células Vero. Citotoxicidad obtenidad por el método colorimétrico captacion de RN.

Poblacion Extractos CCso (png/mL) CCuo(pg/mL)
ECHCI; | 318,53 + 16,6 (d) (B) 90,46 + 5,6 (c) (B)
Villa del Parque EEtOH [92,44+7.2(a) (A) 8,26 £ 0,6 (a) (A)

EAc 670,5+ 25,4 (d) (C) 396,86 £ 9,9 (b) (C)

ECHCI; 104,4 + 4,6 (b) (A) 34,97 £2,9 (a) (A)
Tala Cafiada EEtOH 256,22 + 5,3 (c) (B) 153,15 £ 6,05 (c) (B)
EAC 617,83 + 17,8 (c) (C) 483,37 + 12,2 (c) (C)

ECHCI; | 149,68 + 9,8 (c) (A) 82,14 £ 5,7 (b) (A)

San Ger6nimo EEtOH 157,46 £ 3,4 (b) (A) 79,43 £ 6,8 (b) (A)
EAC 407,16 + 12,8 (a) (B) 279,68 + 17,8 (a) (B)

ECHCI; | 94,83+16(a) (A) 36,95+ 2,4 (a) (A)
Puesto Pedernera | EEtOH | 571,96 + 10,3 (d) (B) 297,12 + 2,17 (d) (B)
EAc 573,41+ 2,3 (b) (B) 415,87 £ 11,09 (b) (C)

Los valores se expresan como promedio de tres experimentos independientes + desviacion estandar.Letras mindsculas
distintas marcan diferencias significativas entre poblaciones considerando el tipo de extracto (DGC, p<0,05). Letras
mayusculas distintas marcan diferencias significativas dentro de cada poblacidn entre sus extractos (DGC, p<0,05)

De manera general, los extractos acuosos de las cuatro poblaciones fueron los
menos toxicos. Los extractos cloroférmicos resultaron mas toxicos que los restantes, salvo
el obtenido de material vegetal recolectado en la poblacién Villa del Parque. De esta
poblacion el extracto etandlico tuvo efecto citotoxico a concentraciones mas bajas. Se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) en la citotoxicidad (CCso y CCio) de los tres
extractos probados dentro de cada poblacion, excepto entre los extractos cloroférmico y
etanolico de la poblacién San Gerénimo para ambas concentraciones. También se encontro
variabilidad en el efecto citotoxico entre las poblaciones por tipo de extracto (p<0,05) para
la CCso. Considerando la CCyo no se encontraron diferencias significativas en el efecto
citotoxico del extracto acuoso de las poblaciones Villa del Parque y Puesto Pedernera,
como asi tampoco el extracto cloroférmico de las poblaciones Tala Cafiada y Puesto

Pedernera. Cabe destacar que al evaluar la interaccion entre los factores “extracto” y
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“poblacion” también fue significativa (p-valor <0,05), indicando que los factores no actdan
independientemente (ANEXO 1).

Determinacién Del Titulo Del Stock Viral

Siguiendo la metodologia propuesta por Earley et al. (1967) se obtuvieron los titulos
de los stocks para los virus:
v Virus Herpes Simple Tipo I (HSV-I): 25 x 10° UFP/mL
v" Virus Chikungunya (CHIKV): 3 x 108 UFP/mL

VARIABILIDAD EN LA BIOACTIVIDAD IN VITRO

El Analisis de la Varianza muestra que existen diferencias significativas (DGC,
p<0,05) entre los extractos evaluados dentro de cada poblacién y entre las poblaciones por
tipo de extracto evaluado (Tabla 3.4) Ademas, la interaccion entre los factores “extracto” y
“poblacion” tambieén fue significativa (p-valor <0,05), indicando que los factores no actuan
independientemente (ANEXO 1).

A continuacion se presentan los resultados de la variabilidad en la actividad

antiviral y virucida entre poblaciones y dentro de cada poblacion.

Variabilidad entre Poblaciones en Actividad Antiviral vy Virucida

En la Tabla 3.4 se muestra el efecto de los extractos, como porcentaje de
inhibiciones de HSV-1 y CHIKYV, al ser aplicados al cultivo celular una vez que el virus
infecto a la célula (actividad antiviral) y aplicados a las particulas virales antes que ingresen
a la célula hospedadora (actividad virucida). Los extractos que causaron porcentajes de

inhibicién inferiores al 50 % se consideraron sin actividad (Konigheim, 2012).
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Tabla. 3.4. Variabilidad | para actividad antiviral y virucida de extractos organicos y acuosos caliente, obtenidos de material vegetal

recolectado de poblaciones silvestres de Baccharis crispa de la provincia de Cordoba, frente a HSV-1 y CHIKV.

Actividad Antiviral

Actividad Virucida

Extracto Poblacién % Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
HSV-1 £ D.E CHIKV £D.E HSV-1 £ D.E CHIKV £ D.E
Villa del Parque 17,6(a) (A) £1,87 45,7(a) (B) % 1,10 27,71 (c) (A) £0,40 0,17(a) (A) 0
Tala Cafada 41,3(b) (B) 0 59,4(b) (C) + 2,46 0(a) (A) +0 0(@)(A) %0
ECHCI3 San Ger6nimo 48,3(c) (A) 1,82 67,0(c) (A) +0,54 13,52 (b) (A) £ 1,25 | 24,04 (b) (A)£0,13
Puesto Pedernera 55,2(d) (A) £0,27 81,6(d) (B) = 0,69 40,76 (d) (A) £ 0,36 37,34 (c) (A)£0,18
Villa del Parque 32,5(a) (B) +3,56 35,9(a) (A) + 2,60 41,43 (b) (B) £ 0,2 26,07 (a) (C)+ 0,2
Tala Cafada 57,6(b) (C) +1,56 48,4(b) (B) + 1,01 27,30 (a) (B) 0,19 | 23,86 (a) (B) 0,13
SO San Geronimo 61,6(b) (B) 2,41 63,5(c) (A) 5,69 28,14 (a) (B) £ 0,21 36,43 (b) (C)x 0,15
Puesto Pedernera 78,7(c) (B) 3,34 79,0(d) (B) £ 0,91 66,29 (c) (C) £ 2,31 60,02 (c) (B) + 1,47
Villa del Parque 19,4(a) (A) £0 35,8(h) (A) £ 0,45 28,14(b) (A) £ 0,21 12,53 (a) (B) £ 0
EAc Tala Cafiada 32,2(b) (A) +0,73 27,8(a) (A) £ 0,91 41,02 (c) (C)+0,38 | 36,22 (c) (C) 0,14

San Gerénimo

Puesto Pedernera

40,9(b) (A) +4,62
56,2(c) (A) % 4,74

57,9(c) (A) + 0,59
74,0(d) (A) £ 2,60

14,13 (a) (A) £ 0,4
56,01 (d) (B) + 1,2

35,48 (b) (B) + 0,12
36,60 (d) (A) + 0,19

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn respecto de los controles virales (100 %). Letras mindsculas distintas marcan diferencias significativas entre poblaciones
considerando el tipo de extracto (DGC, p<0,05). Letras mayusculas distintas marcan diferencias significativas dentro de cada poblacion entre sus extractos (DGC, p<0,05) ()

Porcentajes de inhibicion >50%, considerados extractos con actividad (Konigheim, 2012).
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Al evaluar la variabilidad para la actividad antiviral, se determiné que existen
diferencias significativas entre las poblaciones para cada tipo de extracto evaluado (DGC,
p<0,05), tanto sobre HSV-I como sobre CHIKV. Se destaca la poblacion de Puesto
Pedernera (PP) porque sus extractos tuvieron el mayor porcentaje de inhibicion sobre
ambos virus; siendo bioactivos los tres tipos de extractos evaluados. En contraposicion, los
extractos de la poblacion de Villa del Parque (VP) no fueron bioactivos sobre HSV-1 y
CHIKV. Los extractos de las poblaciones de Tala Cafiada (TC) y San Gerénimo (SG),
presentaron una actividad moderada y variable, en cuanto al tipo de extracto que presentd
inhibicidn. El extracto etandlico (EEtOH) de las poblaciones PP, TC y SG resulté ser el que
mejor actla sobre el HSV-I, mientras que el extracto cloroférmico (ECHCIs), de las
mismas poblaciones resulto ser el mas activo frente a CHIKV. Al evaluar los extractos
acuosos, el de PP tuvo actividad moderada contra HSV-I, mientras que para CHIKV mostro
mayor actividad, situacion similar a la detectada con los otros dos extractos. Por Gltimo, la

poblacion SG fue moderadamente activo contra CHIKV.

Al evaluar la variabilidad entre las poblaciones, para la actividad virucida, se
encontré que existen diferencias significativas entre las poblaciones para cada tipo de
extracto evaluado (DGC, p<0,05) tanto sobre HSV-I como sobre CHIKV. En general, la
actividad virucida encontrada (cuantificada como % de inhibicion), fue menor que la
actividad antiviral. Solo los extractos etandlico y acuoso de la poblacion de PP presentaron
inhibicidn superior al 50 %. EIl primer tipo de extracto fue activo sobre HSV-1 y CHIKV;
mientras que el acuoso solamente, y con actividad moderada, sobre HSV-I.

Variabilidad para Actividad Antiviral y Virucida dentro de cada poblacién entre sus

extractos

Se realizaron analisis de la varianza para conocer si entre los 3 tipos de extractos
evaluados, dentro de cada poblacion, habia diferencias significativas (DGC, p<0,05), por un
lado en la actividad antiviral, y por otro en la actividad virucida. Todas las poblaciones
mostraron variabilidad en el porcentaje de inhibicion (% 1), considerando las dos
actividades frente a HSV-1y CHIKV (Tabla 3.4).
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La poblacion de TC fue la que presentd mas variabilidad al considerar la actividad
antiviral contra HSV-1 y CHIKV, a pesar de no ser la poblacién con mayor potencial
bioactivo. Respecto a la poblacion PP, al realizar el analisis de la varianza para determinar
la variabilidad del efecto inhibitorio antiviral entre sus extractos contra HSV-1 se encontrd
que el extracto etandlico difiere significativamente del extracto cloroférmico y del acuoso
caliente, mostrando mayor efecto inhibidor. Contra CHIKV el efecto antiviral de los
extractos cloroférmico y etandlico no difirieron significativamente, pero ambos si lo
hicieron del acuoso caliente. Al considerar la actividad virucida, el efecto inhibidor del
extracto etandlico frente a HSV-I fue significativamente mayor del acuoso caliente, que
presentd un % | cercano al 50 %, y del cloroférmico, que no tuvo efecto virucida por tener
un % | menor de 50 %. También se encontrd variabilidad en el efecto virucida de los
extractos de PP contra CHIKV. El efecto inhibitorio del extracto etanolico fue
significativamente superior al efecto de los extractos cloroférmico y acuoso caliente,

quienes causaron inhibicion inferior al 50 %.
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DISCUSION

El valor predictivo de los estudios de citotoxicidad se basa en que cuando se afectan
funciones celulares basicas y, comunes a todas las células, la determinacion del dafio
celular es una medida aproximada de la toxicidad general de un compuesto determinado
(Repetto y Repetto Khun, 2009). A partir de la cuantificacion de la citotoxicidad, se
determina el valor de concentracién que provoca dafio celular evidente al 50 % de los
cultivos tratados (concentracién citotoxica media, CCsp). La obtencién de este valor nos
permite posteriormente emplear intervalos de concentracion no-tdxicos o sub-toxicos en los
ensayos de actividad antiviral (Konigheim, 2012). Este intervalo va entre la CCso, empleada
para ensayos de actividad virucida, y la mé&xima concentracion no citotoxica o CCig,

empleada en ensayos de actividad antiviral

En el género Baccharis se han reportado evaluaciones de citotoxicidad de extractos
organicos y acuosos, para la determinacion de concentraciones citotoxicas para la
realizacion de ensayos antivirales. Asi, en B. genistelloides recolectada en Ecuador, la CC1o
del extracto hidroalcohdlico fue de 12,5 pg/mL (Taopanta Iza, 2018); los extractos acuoso
caliente y etandlico de la misma especie recolectada en Bolivia tuvieron una CCjyo de 50
pug/mL y 25 pg/mL, respectivamente, al ser evaluados empleando la linea celular Vero
(Abad et al., 1.999a). Simoni et al. (2018), determinaron que la CCio de extractos
hidroalcoholicos de ejemplares femeninos y masculinos de B. dracunculifolia fue de 250
pg/mL y de 125 pg/mL respectivamente. Monthana et al., (2004) encontraron que el
extracto hidroalcohdlico de B. erioclada fue més citotdxico que el acuoso caliente, siendo
sus CCio de 500 pg/mL y de 1250 pg/mL, respectivamente, y que la CCyo del extracto
hidroalcoholico de B. uncinella fue de 1250 pug/mL. Entre las especies evaluadas también
se encontraban B. articulata y B. trimera, los extractos acuosos calientes de ambas especies
presentaron valores de citotoxicidad (CCi0) mayores a 1000 pg/mL; mientras que los
hidroalcoholicos presentaron el mismo valor de CCip, 250 pg/mL. En Argentina, el extracto
etanolico de B. articulata, de la provincia de Cérdoba, tuvo una CCyo de 2.200 pg/mL sobre
células Vero (Zanon et al., 1999). En otros estudios realizados para evaluar la citotoxicidad

del extracto acuoso de B. articulata de Cérdoba, la CC1o fue de 600 pg/mL (Torres et al.,
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2011). Al igual que en otras especies del género, los valores de CCio obtenidos en los
resultados de esta tesis, al evaluar la citotoxicidad de los extractos cloroférmico, etandlico y
acuoso caliente, presentaron variacion en este valor al comparar el mismo tipo de extracto
entre poblaciones. Mas aln, se ha encontrado variacion dentro de cada poblacion entre sus
extractos. Lo mismo pasa con el valor de CCso de los extractos organicos y acuoso de las
poblaciones silvestres evaluadas. Para el género Baccharis, el antecedente encontrado de
CCso es del extracto acuoso frio de Baccharis articulata, obtenido de material recolectado
de poblaciones silvestres de Cdrdoba; en él se reporta una CCso de 150 pg/mL al ser
evaluada la citotoxicidad in vitro empleando linfocitos humanos como cultivo celular
(Cariddi et al, 2010). Al comparar este resultado con los valores de CCsp encontrados para
los extractos acuosos de B. crispa evaluados, se observa que son menos citotoxicos que los
de B. articulata, ya que los valores de CCso asumieron valores por encima del doble que lo
citado para B. articulata. La variabilidad encontrada entre y dentro de las poblaciones
evaluadas en los valores de CC1o y CCso demuestra la importancia de considerar material
vegetal de la misma especie de distinta procedencia para la realizacion de estudios de
bioactividad. La variabilidad observada se debe a que los principios activos, cantidad y
presencia, responsables de las propiedades bioldgicas, dependen fundamentalmente de
factores ambientales que imperan en el lugar donde la planta se ha desarrollado y de la
respuesta adaptativa de distintos genotipos a su ambiente (Ratera y Ratera, 1980); por lo
que es de esperar que la calidad de un producto de origen vegetal con destino terapéutico
esté definida en una primera instancia por el genotipo y posteriormente por su interaccion

con el ambiente (Chaves, 2012).

Siguiendo el criterio que define que sustancias con CCso<20 pg/mL son
consideradas citotoxicas (Geran et al., 1972, citado de Cariddi et al., 2010), los extractos de
B. crispa evaluados pueden ser considerados no citotoxicos. En general, el orden de mas
toxico a menos toxico de los extractos fue cloroférmico, etandlico y acuoso; con excepcion
de los extractos de la poblacion de Villa del Parque, en que el orden de toxicidad fue

etanolico, cloroférmico y acuoso.
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Considerando la actividad antiherpética, evaluada in vitro, en el género se ha
demostrado actividad antiviral del extracto etanélico de B. articulata contra Herpes suis
virus (Zanon et al., 1999, Torres et al., 2011). Este virus esta estrechamente relacionado
con HSV-I. Los extractos acuoso caliente y etanolico de B. genistelloides, mostraron ser
activos para el control de HSV-1y para el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Abad et
al., 1999a). El extracto acuoso de B. trinervis demostré actividad antiviral in vitro contra
HSV-1 en un rango de concentraciones de 50 a 200 pg/mL. Este extracto presentd un
porcentaje de inhibicion de 100 % sin producir efectos citotoxicos (Abad et al., 1999b).
Extractos hidroalcohdlicos de B. dracunculifolia, elaborados con ejemplares masculinos y
femeninos fueron activos frente a Herpes Virus equino (EqHVS-1), con porcentajes de
inhibicion de 68,4 % y 78,1 % respectivamente (Simoni et al., 2018). Monthana et al.,
(2004) demostraron actividad antiherpética en especies del género Baccharis nativas del
sur de Brasil, frente a Herpes Simple Tipo | (HSV-I) cepa Kos. Los extractos
hidroalcohdlico y acuoso caliente de B. erioclada y el extracto hidroalcoholico de B.
uncinella fueron bioactivos. También se incluyeron las especies B. articulata y B. trimera,
aunque sus extractos no fueron bioactivos frente HSV-I. Rivarola et al. (2009),
encontraron que concentraciones subtoxicas de extractos acuosos y organicos de B. crispa
inhiben al virus Herpes Simple Tipo | (HSV-1) y Encefalitis Equina VVenezolana (EEV).
De la misma manera que en otras especies del género, los extractos organicos y acuoso de
las poblaciones evaluadas mostraron actividad antiviral contra HSV-1. Al igual que lo
observado con la citotoxicidad la actividad antiviral present6 variabilidad entre y dentro
de las poblaciones. Tal es asi que por ejemplo, los extractos de la VP no fueron activos
contra HSV-1, mientras que los tres tipos de extractos de PP presentaron actividad
antiviral. El extracto etanolico presentd el mejor potencial bioactivo para el control de
HSV-I in vitro. La actividad antiviral observada podria estar asociada al contenido de
acidos cafeoilquinicos: clorogénico, isoclorogénico y cafeico descriptos en la especie
(Palacios et al., 1999; Alonso y Desmarchelier, 2006). En cuanto a la actividad virucida,
evaluada mediante una inactivacion de las particulas virales por contacto directo, de
extractos de plantas del género, el extracto acuoso caliente de B. articulata demostro
actividad virucida (inhibicion 80%) contra Herpes suis virus (Torres et al., 2011). El

extracto acuoso de B. gaudichaudiana demostro que fue capaz de inhibir la replicacion de
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HSV-I (Visintini Jaime, 2014). También el extracto acuoso de B. anOmala presento
actividad virucida contra HSV-1 (Venturi et al., 2018). De las poblaciones de B. crispa
evaluadas, solo PP demostrd actividad virucida. Los extractos etandlico y acuoso caliente
fueron los responsables de esta actividad. De estos dos extractos, la actividad del etandlico
fue significativamente superior al del acuoso caliente. Ademéas de encontrar potencial
bioactivo contra HSV-I, se encontro variabilidad en la inhibicion que causan los extractos
entre y dentro de las poblaciones evaluadas.

Para CHIKV no hay antecedentes relacionados con la busqueda de compuestos
bioactivos, con actividad antiviral y virucida, de origen natural provenientes de especies del
género Baccharis. Los resultados demuestran que los extractos evaluados de B. crispa
poseen potencial antiviral y virucida contra CHIKV. Al igual que con la citotoxicidad y la
actividad antiviral contra HSV-I hubo variabilidad en la respuesta de los extractos entre y
dentro de las poblaciones. En cuanto a la actividad virucida, solo el extracto etanolico
demostrd capacidad para inhibir al virus. La informacion generada relacionada al uso de la
especie con potencial para el control de CHIKYV, es un avance a la busqueda de compuestos

antivirales de origen natural novedosos.

En general los extractos de las cuatro poblaciones mostraron mejor potencial
bioactivo antiviral que virucida frente a HSV-1 y CHIKV. Al analizar el efecto antiviral de
los extractos dentro de cada poblacidn se observo mayor efecto inhibidor sobre CHIKV que
sobre HSV-1. Dentro de cada poblacion los extractos organicos causaron mayor inhibicion
que los acuosos en la actividad antiviral contra HSV-1'y CHIKV.

La domesticacion opera con base en el manejo de la variabilidad que generalmente
existe dentro de las poblaciones de las especies que interesa domesticar (Casas y Parra,
2016). Por esta razén es importante conocer si el germoplasma de B. crispa evaluado, que
es con el que se esta iniciando la domesticacién, cuenta con variabilidad en los caracteres
morfométricos y los relacionados con su bioactividad que se propusieron evaluar.
Documentar si una planta medicinal aromatica esta en proceso de domesticacion no es tarea

facil ya que cuentan con una gran variacion morfolégica y en la concentracion de
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metabolitos secundarios (Carrillo Galvan et al.,, 2016). La mayoria de los trabajos
concernientes a estas plantas estan enfocados a encontrar compuestos activos que puedan
ser utilizados en la industria farmacéutica para el tratamiento de alguna enfermedad (Lewis,
2003; Duke et al., 2002). Se requiere comprobar si la domesticacion provoca cambios en la
concentracion de los metabolitos secundarios entre las plantas cultivadas vs. silvestres,
responsables de su actividad biologica (Usai et al., 2015). Esto es asi ya que existen
antecedentes que en varias especies de plantas domesticadas se han perdido metabolitos
secundarios que siguen presentes en las plantas silvestres (Chavez Pesqueira, 2017). En
relacién a lo expuesto se ha demostrado la existencia de variabilidad entre y dentro de las
poblaciones evaluadas en el efecto de los extractos orgéanicos y el acuoso, el considerar su
citotoxicidad, su actividad antiviral y su actividad virucida. Se requiere continuar con el
estudio de bioactividad del germoplasma silvestre cultivado en un mismo ambiente y en la

determinacion de los compuestos responsables de la bioactividad observada
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CONCLUSIONES

Las poblaciones silvestres de B. crispa evaluadas demostraron potencial actividad

antiviral in vitro sobre los virus HSV-1 y CHIKV.

Los extractos cloroférmicos, etandlicos y acuosos evaluados mostraron potencial
actividad antiviral, pero hubo diferencias entre el potencial inhibidor de los distintos

tipos de extractos dentro de cada poblacidn y entre las poblaciones estudiadas.

Los extractos evaluados demostraron mayor potencial antiviral que virucida.

Considerando que los extractos que causaron porcentajes de inhibicion < 50 % no
son bioactivos se concluye que de la poblacion Villa del Parque no presentd
actividad antiviral y virucida; y que los extractos de la poblacion Puesto Pedernera
fueron los que mejor respuesta bioactiva tuvieron. San Gerénimo y Tala Cafiada

tuvieron una respuesta moderada.

Entre los extractos de Tala Cafiada se observé la mayor variabilidad considerando el
porcentaje de Inhibicion Antiviral sobre HSV-1'y CHIK-V

Salvo la inhibicion en la actividad virucida del extracto cloroférmico de la
poblacién de Tala Cafada, el resto de los extractos de las poblaciones evaluadas
presentaron inhibicion distinta de cero. Por esta razon y considerando que los
principios activos responsables de las propiedades bioactivas dependen el genotipo
y de su interaccion con el ambiente donde se desarrolla un individuo, seria
conveniente evaluar la respuesta de estas poblaciones cultivadas en un mismo

ambiente.
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CAPITULO 4

PROPAGACION SEXUAL Y ASEXUAL DE LA ESPECIE

Baccharis crispa Spreng.

INTRODUCCION

En la provincia de Cordoba la explotacion de la flora nativa para uso medicinal se
realiza a través de la extraccion directa del monte natural, lo cual ha llevado a reducciones
drasticas en las poblaciones silvestres de estas especies (Reinoso et al., 2019). En este
sentido, Barboza et al. (2009) afirman que Baccharis crispa Spreng. se encuentra amenazada
y que si su demanda pudiera ser satisfecha a partir de fuentes cultivadas se aliviaria la

presion de recoleccidn a la que son sometidas sus poblaciones silvestres.

Los estudios sobre la multiplicacion de germoplasma de poblaciones vegetales
naturales, junto con la evaluacion de su variabilidad, constituyen la base para su posterior
domesticacion y manejo (Jaramillo y Baena 2000). Por un lado, manejando la germinacion
se puede reproducir y rescatar especies vegetales amenazadas (Aradz et al., 2016). Por el
otro, ajustar un método adecuado de multiplicacion asexual permite la multiplicacién rapida
y de bajo costo de germoplasma de interés, manteniendo las caracteristicas de interés

agronémico y farmacoldgico de las plantas producidas (De Bona et al., 2005a).

La calidad de una semilla estd definida por sus caracteristicas genéticas, fisicas,
fisiologicas y sanitarias, determinando su valor para la siembra y el almacenamiento
(Marcos Filho, 2005). La germinacion estandar es la prueba aplicada para determinar el
potencial de germinacion de un lote de semillas. Se define germinacion de semillas, en
condiciones de laboratorio, a la emergencia y desarrollo de las plantulas normales, de modo
tal que sus estructuras esenciales sean capaces de desarrollar una futura planta bajo
condiciones favorables (ISTA, 2014).
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Estudios de multiplicacion sexual realizados con especies nativas del género han
demostrado fotoblastismo positivo (Ferreira et al., 2001; Carvalho et al. 2005; Garcia et al.,
2006), que tienen distintos requerimientos de temperatura para germinar y que en general,
tienen bajo porcentaje de germinacion asociado a un alto porcentaje de semillas vacias
(Ferreira et al., 2001; Davies, 2004; Araoz et al., 2012). Con referencia a B. crispa son muy
pocos los antecedentes registrados hasta el momento. Los porcentajes de germinacion
reportados al evaluar la respuesta germinativa a lo largo de 18 meses desde la recoleccion
de la semilla no superan el 47 % (Sosa y Fernandez, 2000). Heiden (2005) demostré que a
25°C y en presencia de luz se favorece la germinacion, reportando en estas condiciones un
porcentaje de germinacién del 40 %. Por su parte Araoz et al. (2016) evaluaron la respuesta
germinativa de semillas provenientes de una poblacion silvestre de la provincia de Cordoba

y observaron valores inferiores a 30% de poder germinativo.

Entre las especies del género Baccharis, conocidas como carquejas, Baccharis
trimera y Baccharis articulata registran la mayor cantidad de antecedentes relacionados
con la multiplicacion asexual. Habiéndose evaluado el porcentaje de enraizamiento en
funcién del tipo de estaca, del estado fenoldgico de la planta madre, del tipo de sustrato y
de la aplicacion de fitohormonas (De Bona et al., 2004; De Bona et al., 2005 a; De Bona et
al., 2005 b; Sousa et al., 2006, Carvalho et al., 2007). Para B. crispa se ha reportado un
unico antecedente (Céspedes de Zarate et al., 2011). En él se informa un porcentaje de

prendimiento de 54 % de estacas obtenidas in situ de plantas de poblaciones silvestres.

A raiz de los escasos reportes existentes relacionados a la propagacion de la especie
B. crispa, y dado que esta informacion es basica para iniciar su domesticacion, se planted
como uno de los objetivos del presente trabajo de tesis realizar estudios de propagacion

sexual (por semillas) y asexual (por estacas) de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

MULTIPLICACION SEXUAL

Material vegetal:

Se trabajé con aquenios de Baccharis crispa Spreng., recolectados en junio de 2014
en el paraje San Gerénimo, Dto. Pocho, Cordoba, Argentina (31°21°57,4”” Sy 64°57°11,5”’
O). De aqui en adelante se emplear el término semilla, aunque la unidad de dispersion es
el fruto semilla: aquenio (Fig. 4.1 B). Se registro el porcentaje de plantulas normales (PN)
(Fig. 4.1 C-D), por ser considerado equivalente al porcentaje de germinacion (ISTA, 2014).
Los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Andlisis de Semillas, Investigacion,
Docencia y Servicio (LASIDYS) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (F.C.A.),
Universidad Nacional de Cordoba (U.N.C.), de acuerdo con el protocolo propuesto por
Araoz et al. (2016), realizando el registro y las mediciones de plantulas normales una vez

por semana.

Figura. 4.1. A. Aquenios maduros en inflorescencia femenina. B. Aquenios de
Baccharis crispa Spreng. C y D. Plantulas normales de B. crispa
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Determinacién de semillas llenas:

Del pool de semillas, se tomaron 50 que conservaban restos de inflorescencia y 50
sin restos de inflorescencia (este procedimiento se realizo tres veces). Empleando lupa y
bisturi, a cada semilla se le realizé un corte longitudinal para observar la presencia de
embrion. El resultado se expresé como porcentaje (%) de semillas con restos florales con
embrion y porcentaje (%) de semillas sin restos florales con embrion. A partir del resultado
obtenido se determind qué tipo de semillas seleccionar para la realizacion de los ensayos de

germinacion.

Desinfeccidon del material:

Previo a la siembra, las semillas se desinfectaron en dos etapas: 1) durante un
minuto en una solucion de alcohol al 70 % (v/v), luego se realizé un enjuague con 100 mL
de agua destilada; Il) durante diez minutos en una solucion hipoclorito de sodio (lavandina

comercial) 10 % (v/v), seguido de dos enjuagues con 100 mL de agua destilada cada uno.

Ensayos de Germinacién:

Los ensayos se realizaron en cdmara de cria, usando bandejas con papel absorbente
humedecido. De cada tratamiento se sembraron cuatro repeticiones de 30 semillas

seleccionas cada uno.
1) Ensayos realizados con semillas sin almacenar (tiempo cero o recién cosechadas):
Para probar la respuesta germinativa de las semillas se utilizaron los siguientes tratamientos

pregerminativos:

-Acido Giberélico (AGs). Antes de sembrar y por Unica vez, el papel se humedecio

con una solucién con una concentracién de 500 ppm.
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-Nitrato de potasio (NOsK): Antes de sembrar y por Unica vez, el papel se

humedecié con una solucién al 0.2 %.

-Calor: las semillas se colocaron en estufa a 35°C por siete dias. Luego de este
periodo de tiempo se desinfectaron y se colocaron en las bandejas con papel humedecido

con agua destilada.

-Frio: las semillas fueron desinfectadas y se colocaron en las bandejas con papel

humedecido con agua destilada. Las bandejas se colocaron en heladera a 7 °C por siete dias.

-Escarificacion: cada semilla, utilizando lupa y bisturi, fue cortada a la altura del
vilano. Este procedimiento se realiz6 antes de la desinfeccion y siembra en bandejas con

papel humedecido con agua destilada.

-Testigo: se sembraron semillas desinfectadas en bandejas con papel humedecido

con agua destilada.

Para evaluar la respuesta a la exposicion a la luz, los tratamientos mencionados se
realizaron tanto con exposicion al fotoperiodo de la camara de cria (cubriendo las bandejas
con bolsas transparentes), como en oscuridad total (cubriendo las bandejas con papel de
aluminio y bolsas negras). En este Gltimo caso, se contabilizaron plantulas normales al
concluir el tiempo de ensayo. Todos los tratamientos fueron probados en cdmara de cria
con temperaturas alternas (20-30 °C) y con temperatura constante de 20 °C. En ambos

casos con fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad.

En cada uno de los tratamientos de registrd6 el numero/porcentaje de plantulas
normales y, con el fin de describirlas en cuanto a su vigor, a cada plantula normal se le
midié peso fresco (g), longitud de plantula (mm), longitud de raicilla (mm) y longitud de

hipocétilo (mm).
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De acuerdo a los resultados obtenidos y considerando solo los tratamientos de mejor

respuesta germinativa, se delinearon los ensayos posteriores.

2) Con semillas almacenadas en recipientes herméticos a temperatura ambiente, se
realizaron ensayos de germinacion a los seis; 12 y 18 meses de almacenamiento. Estos
ensayos se condujeron en cdmara de cria con temperaturas alternas de 20-30 °C y con
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad. Los tratamientos germinativos probados

fueron: Acido Giberélico, Calor, Frio y Testigo.

Anélisis Estadistico:

Los resultados de los ensayos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2017). Para la variable plantulas normales se ajusté un modelo lineal
generalizado, con distribucion binomial y enlace logit. Se uso la prueba DGC a posteriori
para comparar medias (a=0,05) (Di Rienzo et al., 2002). Para las variables cuantitativas
registradas en las plantulas normales se utiliz6 ANAVA y para determinar la significancia

estadistica se aplico la prueba a posteriori DGC, con un a de 0,05.

MULTIPLICACION ASEXUAL

Material Vegetal:

A partir de plantas generadas de semillas recolectadas en junio de 2014 en San
Geronimo, se obtuvieron las estacas para llevar a cabo los ensayos de multiplicacion
asexual. Debido a la morfologia de la planta, las estacas tuvieron una longitud variable. No
obstante, se tomé como criterio de preparacion del ensayo que cada estaca debia tener cinco
nudos, dos de los cuales se enterraban, quedando tres nudos por encima del sustrato. Los
ensayos se llevaron a cabo en invernadero con condiciones controladas de humedad, a
temperatura ambiente y régimen de luz natural (Fig. 4.2). Se emplearon bandejas
germinadoras de 72 celdas cada una (volumen de celda=55 cc®). La cantidad de
tratamientos, el tipo de estaca, el nimero de estacas y la cantidad de repeticiones se definid
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en base al tipo de suelo donde crecen las poblaciones silvestres y a la cantidad de material

vegetal disponible para la realizacion de los ensayos.

Figura. 4.2. Ay B. Estacas de B. crispa en bandejas al inicio del ensayo.

Respuesta a distintos sustratos:

Se evalué el prendimiento de estacas en tres tipos distintos de sustrato: 1) arena, I1)
arena + tierra (1:1) y I1I) arena + tierra + vermiculita (1:1:1). Para definirlos se considero el
tipo de suelo en el que crecen las poblaciones silvestres. Se realizaron tres repeticiones de
25 estacas cada uno. El ensayo se condujo desde noviembre de 2015 a febrero de 2016. Las
variables medidas fueron: prendimiento promedio (estacas que emitieron raices y brotes)
(%), mortandad promedio (%), longitud promedio de raiz (cm), altura inicial (cm) y altura
final (cm) de las estacas. Con este dato se analizé el crecimiento promedio de las estacas

(cm) y se determind si la altura inicial tiene correlacidn con el crecimiento de las estacas.

Respuesta a la aplicacion de fitohormona en estacas apicales e internodales:

Las hormonas probadas fueron ANA —Sigma Aldrich-(0.1%) y un fitorregulador de
marca comercial Fertifox (ANA 0.1 % + inertes y coadyuvantes). Los dos nudos que se
entierran, de cada estaca, se sumergieron por 30 min en las soluciones antes mencionadas.
También se realizé un tratamiento testigo, sumergiendo las estacas por 30 min en agua
corriente antes de ser plantadas. Los tratamientos se realizaron con estacas apicales e
internodales. De cada tratamiento se realizaron dos repeticiones de 36 estacas cada uno. El
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ensayo se condujo desde noviembre de 2016 a febrero de 2017 y las variables medidas
fueron: prendimiento promedio (estacas que emitieron raices y brotes) (%), mortandad
promedio (%), longitud promedio de raiz (cm), altura inicial (cm) y altura final (cm) de las
estacas. Con este dato se analizd el crecimiento promedio de las estacas (cm) y se

determino si la altura inicial tiene correlacion con el crecimiento de las estacas.

Andlisis Estadistico:

Los resultados de los ensayos fueron analizados con el programa estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al.,, 2017). Para las variables porcentaje de prendimiento promedio y
porcentaje mortandad promedio se ajustd un modelo lineal generalizado, con distribucion
binomial y en lace logit. Para las variables longitud promedio de raiz y crecimiento de
estaca se utiliz6 ANAVA. En todos los casos, se usé la prueba DGC a posteriori para
comparar medias (o=0,05) (Di Rienzo et al., 2002). Para determinar si la altura inicial de la
estaca influye sobre el crecimiento se realiz6 un andlisis de correlacion, empleando el

coeficiente de correlacién de Pearson.
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RESULTADOS

MULTIPLICACION SEXUAL

Determinacién de semillas llenas

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (DGC, p < 0,05) en la
proporcién de semillas llenas (con embrion) entre las semillas con restos florales y sin

restos florales (Fig. 4.3) evaluadas.
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Figura. 4.3. A. Aquenio de B .crispa sin resto floral, B. Aquenio de B. crispa con resto
floral (estilo-estigma).

En la Fig. 4.4 puede observarse que el 65 % de las semillas sin restos florales
estaban llenas, mientras que s6lo el 29 % de las semillas con restos florales presentaron
embrion. A partir de este resultado se definid el criterio de seleccionar las semillas sin
restos florales para ser evaluadas en los ensayos de germinacion siguientes. La seleccion se
realizd observando en lupa las semillas previamente al inicio de cada ensayo, descartando

las que presentaban restos florales.
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Figura. 4.4. Proporcion de semillas llenas sin restos de inflorescencia vs. semillas llenas
con restos de inflorescencia. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (DGC, p< 0,05).

Ensayos de Germinacién

No se registré germinacion en condiciones de luz y de oscuridad en la camara de
cria de 20 °C continuos. En la cdmara de 20-30 °C no se registré germinacién en oscuridad,
pero si en las semillas expuestas al fotoperiodo de la camara de cria.

A continuacién, se detallan los resultados de los ensayos de germinacién
conducidos en camara de cria con temperaturas alternas de 20-30 °C y fotoperiodo de 8 h
de luz y 16 de oscuridad.

1) Primer ensayo con semillas recién recolectadas o tiempo cero: el porcentaje mas

alto de germinacion se obtuvo con el tratamiento testigo (38 %), el cual no presento
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diferencias significativas (DGC, p<0,05) con los tratamientos Calor, Frio, Acido Giberélico
y Nitrato de Potasio. La escarificacion presentd el menor porcentaje de germinacion (13
%), siendo solo este tratamiento diferente estadisticamente al resto (Fig. 4.5).
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Figura.4.5. Respuesta germinativa (expresada como proporcion de plantulas normales) de
B. crispa frente a 6 tratamientos, empleando semillas recién recolectadas. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05).

Los resultados presentados en la Fig. 4.5 indicarian que posiblemente la especie no

posee dormicion, ya que la mejor respuesta se obtuvo con el testigo (38 %).

A partir de estos resultados se seleccionaron los tratamientos a probar para evaluar
si habia cambios en la respuesta germinativa en funcion al tiempo de almacenamiento. Se
decidié dejar de lado, como tratamiento pre-germinativos, la escarificacion (por la
dificultad de realizar el corte del vilano sin dafiar el embrion) y el Nitrato de Potasio
(debido al alto costo del producto y a que no mejora significativamente el porcentaje de

germinacion).
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Ademas, a partir de la observacion de las plantulas normales fue posible tipificar la
germinacién de la especie (Barceld Coll et al., 2007; ISTA, 2014) como grupo B.2.1.1.1:
B-arbusto, 2-dicotiledonea, 1-germinacion epigea, 1-sin enlongacién del epicotilo (durante

el ensayo) y 1-raiz primaria esencial.

2) Evaluacion de la respuesta germinativa de semillas almacenadas por 6, 12 y 18
meses: tal como se observa en la Tabla 4.1, en las semillas con 6 meses de almacenamiento
el testigo fue el tratamiento que mostrd6 mayor porcentaje de plantulas normales. En
semillas almacenadas durante 12 meses, el porcentaje de plantulas normales fue mayor
cuando las semillas fueron pretratadas con AGgs, no obstante, no difirio significativamente
del testigo. En semillas almacenadas durante 6 y 12, el tratamiento con frio fue el Unico que
presentd un % PN significativamente inferior al resto de los tratamientos. Finalmente, en
semillas almacenadas durante 18 meses, los resultados de los tratamientos frio y calor
fueron significativamente menores que los obtenidos con el testigo y el AGs (que ademas

no difirieron entre ellos).

Tabla 4.1. Porcentaje de plantulas normales (% PN) de B. crispa, obtenidas con semillas
almacenadas por 6, 12 y 18 meses, en respuesta a diferentes tratamientos germinativos.

%PN
Meses de almacenamiento
6 12 18
TESTIGO 36 %A 35%A 31% A
AGs 28 % A 41% A 28% A
Calor 32%A 38% A 4%B
Frio 16 % B 20% B 11%B

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05).

Se seleccion0 al tratamiento testigo para analizar si los porcentajes de plantulas
normales diferian significativamente al comparar el comportamiento de esta variable en los
ensayos realizados con semillas almacenadas por 0, 6, 12 y 18 meses. En la Fig. 4.6 se

resume el resultado de este analisis y se observa que no existen diferencias estadisticamente
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significativas para el porcentaje de plantulas normales encontradas en los tiempos

evaluados.
Testigo
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Figura. 4.6. Proporcion de plantulas normales, obtenidas al realizar ensayos de
germinacién con semillas almacenadas por distinto tiempo, obtenidas con el tratamiento
testigo. (Testigo t0: 0 mes de almacenamiento; Testigo t1: 6 meses de almacenamiento,
Testigo t2: 12 meses de almacenamiento y Testigo t3: 18 meses de almacenamiento). Letras
distintas indicarian diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05).

Estos resultados avalan lo expresado anteriormente referido a que la especie no
posee dormicion, ya que ni el tiempo de almacenamiento ni la aplicacion de tratamientos
para provocar la ruptura de dormicién mejoran significativamente el porcentaje de plantulas
normales obtenidas respecto al tratamiento testigo. Ademas, se comprobd que las semillas
de carqueja no pierden viabilidad luego de 18 meses de almacenamiento a temperatura

ambiente.
Para determinar el vigor de las plantulas de B. crispa se midieron variables relativas

al tamafio de las plantulas obtenidas con distintos tratamientos pre-germinativos y se evalu6

si estas mediciones diferian entre tratamientos (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Valores promedio de variables relativas al desarrollo de plantulas de B. crispa
obtenidas en respuesta a cuatro tratamientos pre-germinativos.

Tratamiento Peso fresco de Longitud de Longitud de raicilla Longitud de
plantula (g) plantula (mm) (mm) hipocétilo (mm)
Testigo 1,01 (b) 4,63 (a) 2,02 (a) 2,61 (a)
AG3 0,66 (a) 8,14 (c) 2,88 (b) 5,26 (c)
Frio 0,69 (a) 4,60 (a) 2,20 (a) 2,40 (a)
Calor 0,80 (a) 6,71 (b) 3,26 (b) 3,45 (b)

Letras distintas significan diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05)

Se observo que las plantulas obtenidas con el tratamiento testigo fueron las de

mayor peso fresco respecto a las obtenidas con los demas tratamientos. No obstante,

mostraron menor longitud de plantula, de raicilla y de hipocétilo, al igual que las plantulas

provenientes de semillas tratadas con frio. Las plantulas obtenidas a partir de las semillas

tratadas con AGs fueron las de mayor longitud de plantula y de hipocétilo, pero fueron las

mas livianas y presentaron aspecto ahilado y debilitado; las plantulas obtenidas con el

tratamiento calor fueron semejantes a las obtenidas con AGs. Por esta razén se infiere que

las plantulas obtenidas con el tratamiento testigo fueron las de mayor vigor. Cabe destacar

gue hasta el momento no hay registro de evaluacién del vigor en la especie B. crispa.
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MULTIPLICACION ASEXUAL

Con el objetivo de evaluar la respuesta de la especie B. crispa a la propagacion
asexual, se midio el porcentaje de prendimiento y mortandad de estacas de distinta longitud
en diferentes sustratos, asi como también la longitud de la raiz principal, y se estimo el
crecimiento (diferencia entre la longitud inicial y final de la estaca), al cabo de 90 dias de
cultivo. Los valores promedios de las variables medidas y estimadas, en cada sustrato, se

presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Resultados de un ensayo conducido para evaluar el prendimiento de estacas de
distinta longitud de B. crispa en distintos sustratos.

Sustrato Prendimiento Mortandad Longitud de raiz Crecimiento
(%) (%) principal (cm) (cm)
Arena 21 (a) 31 (a) 4,89 (a) 3,4 (a)
Arena +Tierra 34 (a) 24 (a) 3,95 (a) 3,29 (a)
Arena + Tierra +Vermiculita 20 (a) 27 (a) 5,74 (3) 3,96 (a)

Letras distintas significan diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05)

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los sustratos
evaluados para ninguna de las variables analizadas. En general, los porcentajes de
prendimiento fueron bajos, mostrando el sustrato de arena + tierra un porcentaje de

prendimiento superior, aungue no significativo respecto a los otros dos sustratos.

Para evaluar si la longitud inicial de la estaca (medida como la porcion superficial)
influye en el crecimiento de las mismas se realiz6 un Andlisis de Correlacion, empleando el
coeficiente de Pearson y usando como variable la altura inicial y el crecimiento promedio
de las estacas (por sustrato). Los resultados de este analisis determinaron que la correlacion
entre la altura inicial y el crecimiento al final del ensayo es de 0,24. Este valor de
correlacion fue significativo (p=0,002); sin embargo, aungue se correlacionan

positivamente, esta correlacion es débil.

En la Tabla 4.4 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la respuesta a la

aplicacion de fitohormonas sobre estacas apicales e internodales de distinta longitud.
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Tabla 4.4. Resultados del ensayo conducido para evaluar el efecto de la aplicaciéon de
fitohormonas sobre el prendimiento de estacas apicales e internodales, de distinta longitud.

Tratamiento Prendimiento (%) Mortandad (%) Longitud de raiz (cm) Crecimiento (cm)
ANA apical 17 (a) 82 (a) 9,48 (a) 5,26 (a)
Fertifox apical 7 (a) 93 (a) 13,07 (a) 16,09 (b)
Fertifox internodal 4 (a) 90 (a) 15,74 (a) 12,61 (a)
Testigo apical 18 (a) 82 (a) 8,88 (a) 10,00 (a)
Testigo internodal 15 (a) 33 (b) 8,81 (a) 7,77 (a)

Letras distintas significan diferencias estadisticamente significativas (DGC, p< 0,05)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
para las variables porcentaje de prendimiento y longitud de raiz. Los porcentajes de
prendimiento fueron bajos y se observé un valor de mortandad elevado, siendo el
tratamiento testigo internodal diferente estadisticamente (DGC, p< 0,05) por presentar el
menor porcentaje de mortandad (33 %) entre los tratamientos probados. En cuanto al
crecimiento, el mayor valor de esta variable se observo en estacas apicales tratadas con
Fertifox, valor que fue significativamente mayor que el observado en el resto de los

tratamientos.

En todos los ensayos realizados se observé que las estacas que al cabo de tres meses

no prendieron y permanecian verdes, terminaban muriendo sin generar raices.

Por ultimo, para evaluar si la longitud de la estaca, (medida como la porcion
superficial de la misma) influye en el crecimiento se realiz6 un Analisis de Correlacion,
utilizando el coeficiente de Pearson y las variables altura inicial y crecimiento promedio de
las estacas (por sustrato). Los resultados de este analisis determinaron que la correlacion,
entre la altura inicial y el crecimiento al final del ensayo, fue de 0.08. Este valor de
correlacion no fue significativo (p=0.52). Es decir que no se encontré correlacion entre la

longitud de estaca y el crecimiento que tuvo cada estaca al finalizar el ensayo.
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DISCUSION

La calidad fisica de un lote de semillas comprende entre otros aspectos la
proporcion de semillas vacias (Gold et al., 2004). Entre las especies del género Baccharis
comercializadas como carqueja, B. trimera presenta un alto porcentaje de semillas vacias
(Davies, 2004; Araoz et al., 2012). En B. crispa, Aréoz et al. (2016) encontraron un 70 %
de semillas vacias, justificando este porcentaje en la heterogeneidad en la maduracion de
las semillas que caracteriza a la familia Asteraceae. Sosa y Fernandez (2000), al evaluar la
germinacién de semillas y el desarrollo de plantulas de B. crispa, afirman que se deben
descartar las semillas que no presentan restos de estilo-estigma por considerarselas
estériles. A partir de estos antecedentes y asumiendo un elevado porcentaje de semillas
vacias en la especie, se evaluo si las semillas sin restos florales estaban llenas o vacias. Los
resultados encontrados indican que, a la inversa de lo reportado por Sosa y Fernandez
(2000), las semillas sin restos florales presentaron en mayor proporcion embrion (65 %) al
ser comparadas con las semillas que presentaron resto de estilo estigma (29 %).

Estudios realizados con especies nativas del género Baccharis, para evaluar
respuesta germinativa, demostraron fotoblastismo positivo en Baccharis retusa DC y
Baccharis trimera Less. DC (Garcia et al., 2006; Ferreira et al., 2001). Heiden (2005)
informa que la especie B. crispa presenta fotoblastismo positivo; por lo que el resultado de

la evaluacion del fotoblastismo es acorde a lo citado para el género y la especie.

Los antecedentes relacionados a la temperatura de germinacion, en cadmara de cria,
indican que en otras especies del género con temperaturas superiores a los 25 °C se obtiene
mayor respuesta germinativa (Ferreira et al., 2001; Araoz et al., 2012; Aréaoz et al., 2016).
El germoplasma de B. crispa evaluado se comportd de acuerdo a lo encontrado para otras
especies, ya que solo se obtuvo geminacion en la camara de 20-30 °C. En cuanto al
porcentaje de germinacion en el género, la bibliografia indica porcentajes de germinacion
bajos (Ferreira et al., 2001; Carvalho et al. 2005; Heiden, 2005; Aréoz et al., 2012; Aréoz
et al., 2016). EI mas alto corresponde a B. trimera., 52 %, empleando semillas sembradas

inmediatamente luego de su recoleccidn a temperatura ambiente y régimen de luz natural
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(Davies, 2004). Para la especie B. crispa Sosa y Fernandez (2000) citan porcentajes de
germinacién promedio de 47%, Heiden (2005) 40% y Araoz et al. (2016), ademas de
evaluar porcentaje de germinacion estudiaron la posible dormicién en la especie. Estos
autores informan que la especie posee dormicion, ya que los mejores porcentajes de
germinacion fueron los encontrados al realizar escarificado mecanico (corte con bisturi del
vilano) y al aplicar AGs, 28 y 27 % respectivamente. Reportan ademas, que estos valores
difirieron estadisticamente con tratamiento testigo (20 %). Los porcentajes de germinacion
encontrados son acordes a los bajos porcentajes encontrados para el género y la especie,
siendo menores los encontrados por Sosa y Fernandez (2000) y ligeramente mayores a los
citado por Aréoz et al. (2016). En cuanto al resultado relacionado a una posible dormicién
en la especie difiere respecto a lo reportado por Araoz et al. (2016), ya que el mejor
porcentaje de germinacién se obtuvo con aquellas semillas que se sembraron sobre papel
humedecido con agua destilada sin recibir ningan pretratamiento germinativo (38 %). Al
evaluar el porcentaje de germinacion a lo largo del tiempo de almacenamiento, hasta los 18
meses, el germoplasma no perdié viabilidad. Situacion contraria a lo citado para B. trimera,
que al afio de almacenamiento el porcentaje de germinacion disminuyé de 52 % a 37 %
(Davies, 2004).

Por otro lado, a partir de la observacién de las plantulas normales se realizé la
tipificacion de la germinacion de la especie siguiendo los criterios de Barcel6 Coll et al.,
(2007) e ISTA (2014). Se arribo a la misma clasificacion que la realizada por Ardoz et al.

(2016) para la especie.

B. crispa, tiene la particularidad de presentar raices gemiferas que le confieren la
capacidad de generar rizomas (Ariza Espinar, 1973). Por esta razon, la multiplicacion por
divisién de matas es un método de propagacién plausible de ser empleado. Sin embargo, la
multiplicacién por division de matas no es recomendable para generar plantas con destino
de cultivo, ya que conduce a la acumulacion de enfermedades sistémicas bacterianas,

virdsicas y fungicas (Torres, 2011).
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Existen antecedentes de multiplicacion asexual en el género. Entre estos, B. trimera
en fenofase reproductiva y vegetativa responde mejor empleando estacas basales, siendo
mayor el porcentaje de enraizamiento cuando las estacas provienen de plantas en fenofase
vegetativa (superior a 90 %), al evaluar el tipo de sustrato se demostré que no influye en el
enraizamiento (De Bona et al., 2005a, Sousa et al., 2006, Carvalho et al., 2007). En B.
trimera y B. articulata se demostr6 que no mejoro el porcentaje de enraizamiento al aplicar
auxinas —ANA e IBA- (De Bona et al., 2005 b). Los resultados a los que se arrib6 en esta
tesis indican que el tipo de sustrato no influye en el prendimiento, como asi tampoco el uso
de la fitohormona ANA, de acuerdo a lo citado para otras especies del género. En cuanto al
tipo de estaca, apical o internodal, en B. articulata se obtuvo mayor porcentaje de
enraizamiento empleando estacas apicales (38,4 %) (De Bona et al.,, 2005 a),
contrariamente a los resultados encontrados para B. crispa ya que el tipo de estaca no
influyé en el porcentaje de enraizamiento. Para B. crispa se ha encontrado un dnico
antecedente de multiplicacion asexual (Céspedes de Zarate et al., 2011). En él se informa
un porcentaje de prendimiento de 54 % de estacas obtenidas in situ de plantas de
poblaciones silvestres, aunque no se aclara sustrato empleado, tipo de estaca (basal, media
o0 apical), uso de hormonas, estado fenoldgico de las plantas de las que se obtienen las
estacas, como asi tampoco el tamafio de estaca. El porcentaje de prendimiento obtenido en
los distintos ensayos realizados es inferior a lo citado para la especie y el género.

Dada la dificultad para propagar la especie, la cual se ve reflejada en los bajos
porcentajes de germinacion y en bajo prendimiento cuando es multiplicada por estacas, se
requiere continuar con estudios tendientes a mejorar la multiplicacion sexual y asexual.
Esto es asi ya que para comenzar con el mejoramiento y posterior seleccidn, basada en
caracteres agrondmicos Yy bioactivos, es necesario primero realizar la comparaciéon de
genotipos diversos obtenidos por medio de propagacién sexual en una poblacién de base
genética amplia (Allard, 1980; Martinez Moreno y Solis Martel, 2010; Cubero Salmeron,
2014). Una vez identificados individuos de interés, éstos se deben propagar asexualmente
para garantizar el mantenimiento de las caracteristicas que los destacaron y continuar con

una evaluacion clonal (Cubero Salmerén, 2014).
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CONCLUSIONES

MULTIPLICACION SEXUAL

e La especie no presenta mecanismos de dormicion fisica o fisiologica, ya que no
respondio favorablemente a los tratamientos probados para romper potenciales
dormiciones. Ademas, al evaluar la germinacion de semillas de hasta 18 meses de

almacenamiento, los porcentajes de germinacion no mejoraron.

e La calidad fisioldgica de las semillas se conservo a lo largo de 18 meses de

almacenamiento a temperatura ambiente.

e EIl uso de reguladores de crecimiento (acido giberélico y nitrato de potasio), la
aplicacion de frio, calor y la escarificacion mecanica no promovié la germinacion

de las semillas.

e B. crispa posee un alto porcentaje de semillas vacias y bajo porcentaje de

germinacion en comparacién con otras especies del género Baccharis.

e Se recomienda no realizar ningun tratamiento a las semillas previo a ser sembradas,
ya que los resultados demostraron que la siembra sin pretratamiento germinativo
permite obtener los mejores porcentajes de germinacion. Ademas, las plantulas
normales obtenidas de semillas sembradas sin la aplicacion de pretratamiento fueron

mas vigorosas que las obtenidas con el resto de los tratamientos.
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MULTIPLICACION ASEXUAL

La especie presento bajo prendimiento y elevada mortandad, al ser multiplicada por

estacas, en comparacion con otras especies del género Baccharis.

El mejor porcentaje de prendimiento se obtuvo usando un sustrato suelto con aporte

de materia orgéanica (tierra + arena) para realizar la multiplicacion.

El tamafio inicial de las estacas no influye en el crecimiento de las mismas.

De realizar multiplicacion por estacas, se recomienda hacerlo con un elevado
nimero de estacas (teniendo en cuenta el bajo porcentaje de prendimiento)

provenientes de porciones medias de las ramas.

La especie no responde, mejorando el prendimiento de estacas, a la aplicacion de la

fitohormona ANA para estimular el enraizamiento.

Es necesario continuar con estudios de propagacién, por ejemplo, usando cultivo in

vitro, ya que la especie tiene bajo porcentaje de germinacién y de prendimiento.
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CAPITULO5

EVALUACION DE LA RESPUESTA DE GERMOPLASMA
DE POBLACIONES SILVESTRES EN UN MISMO
AMBIENTE DE CULTIVO.

INTRODUCCION

La OMS ha proporcionado claras y precisas directrices para la conservacion de las
plantas medicinales (PM). Aconseja la realizaciébn de estudios basicos sobre los
conocimientos tradicionales del empleo de plantas en la asistencia sanitaria, basados en una
correcta identificacion de la PM, su distribucion y evaluacion de su abundancia; estudios de
conservacion in situ y ex situ y estudios relacionados con la utilizacion de las PM a traves

del cultivo o de la recoleccion sostenible como fuentes de suministro (WHO, 2003; 2010).

La introduccion al cultivo de especies medicinales silvestres se ha transformado en
una necesidad para asegurar el abastecimiento continuo de material vegetal. La
domesticacion de plantas silvestres, ya sean éstas medicinales o aromaticas, implica un
mejoramiento en la calidad de la materia prima, que permite una estandarizacion en el
contenido de principios activos y poblaciones homogéneas de plantas necesarias para su
produccion, procesamiento y utilizacion. En este sentido la domesticacion se refiere a llevar
a una especie no domesticada, que anteriormente solamente crecia en ambientes naturales,
al cultivo bajo el cuidado del hombre (Allard, 1980; Davies, 2004). En cuanto a plantas se
refiere, la domesticacion es un método de mejora en el sentido que proporciona, cuando se
hace con éxito, tipos domésticos que son superiores a los que se tenian anteriormente en los
ambientes naturales (Allard, 1980).

El proceso de domesticacion tiene varias etapas que incluyen caracterizar

poblaciones de la especie en diferentes ambientes, recolectar germoplasma, evaluar
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principios activos, producir plantines, propagar a campo Yy seleccionar las de mayor interés,
ya sea por la produccion de materia seca o la concentracion de principios activos (Ojeda y
Karlin, 2015).

Los elementos claves para llevar con éxito un programa de mejora son que la
especie esté domesticada; la existencia de variabilidad del material de partida y la eleccion
del método adecuado de seleccion (Martinez Moreno y Solis Martel, 2010).

Las principales ventajas del cultivo de PM en relacién a la recoleccion silvestre son:
1) la optimizacién del rendimiento y alta calidad del producto, 2) la correcta identificacion
del material vegetal, 3) la reduccién de variabilidad genética y fenotipica, 4) la reduccion o
ausencia de contaminantes, 5) la reduccién de la variabilidad en extractos y 6) la
disponibilidad en cantidad de material sin generar problemas ambientales asociados a la

extraccion desde poblaciones silvestres (Amujoyegbe et al, 2012).

Con la premisa que las plantas de una especie silvestre puestas en cultivo responderan
de manera distinta a como lo hacen en su ambiente natural de crecimiento (Cubero
Salmerdn, 2014) y que se desconoce el comportamiento de B. crispa sometida a
condiciones de cultivo, se plante6 el objetivo de evaluar la respuesta de germoplasma de B.

crispa, proveniente de poblaciones silvestres, en un mismo ambiente de cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Siembra a periodo de rusticacion

La evaluacion del germoplasma se realizé en el Centro de Investigacion Desarrollo
y Transferencia de Plantas Aromaticas y Medicinales (C.1.De.T.P.A.M). Se llevé a cabo en
el invernadero y las parcelas de investigacion adaptativa que el Centro dispone en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Coérdoba.

Los plantines con los que se conformd la poblacion variable se generaron con
semillas (aquenios) cosechadas de las poblaciones silvestres estudiadas en los capitulos de
evaluacion de variabilidad in situ. Se realiz6 la siembra sobre un sustrato compuesto por
tierra, vermiculita y compost de lombriz (70:20:10), en una cama de germinacion en
invernadero. Se sembré a mano, en linea y de manera superficial. De acuerdo con los
resultados del Capitulo 4, no se aplicd ningin tratamiento pre germinativo a las semillas, ni

fueron tratadas con fitohormonas. Se realiz6 una Unica siembra en el mes de junio de 2017.

A los cinco meses de la siembra (noviembre de 2017) las plantas fueron
trasplantadas (Fig. 5.1), manteniendo su identificacién, a bolsas de plantin de 0,3 L,
quedando en invernadero hasta el mes de marzo de 2018.

Figura 5.1. Planta de B. crispa al momento del trasplante a bolsin de 0,3 L, a los cinco
meses desde la siembra.
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En marzo de 2018, las plantas se trasplantaron a bolsas de plantin de 2 L (Fig. 5.2).
El sustrato utilizado para rellenar las bolsas de plantin estuvo compuesto por tierra,
vermiculita y compost de lombriz (70:20:10).

Figura 5.2. Planta de B. crispa al momento del trasplante a bolsin de 2 L, a los 9 meses
desde la siembra

Una vez trasplantadas se les realizaron las siguientes mediciones a las plantas:
-Altura de planta (cm): medida sobre la ramificacién mas larga de la planta.
-Namero de ramificaciones: contabilizadas a los 10 cm de altura.

-Ancho de ala (cm): se midio, a los 10 cm de altura, el ancho de las tres alas

de la ramificacién mas larga.
Rusticacion

Habiendo realizado estas mediciones cada planta se cort6 a los 10 cm y se
contabilizd el nimero de estacas apicales que se obtuvo de cada planta. Para ser
contabilizadas las estacas debieron tener al menos cinco nudos. Este criterio fue tomado en
los ensayos de propagacion asexual, las estacas debian tener cinco nudos porque se

enterraban, quedando tres nudos por encima del sustrato. Las plantas fueron trasladadas a
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un rusticatorio, para su aclimatacion, hasta el momento del trasplante a campo. Alli se les

realizaron las siguientes mediciones:
-Crecimiento al mes (cm): medido sobre la rama mas larga.
-Crecimiento a los seis meses (cm): medido sobre la rama mas larga.

-NUmero de ramificaciones: contabilizadas a los 10 cm.

Trasplante a cosecha

En octubre de 2018, se trasplantaron 50 plantas a un ensayo a campo con disefio
completamente aleatorizado, con un marco de plantacion de 20 cm entre plantas y de 30 cm
entre hileras. Antes del trasplante se registrd la altura de cada planta (cm). Los objetivos de
la parcela generada fueron por un lado evaluar la respuesta del germoplasma de B. crispa
en un mismo ambiente y por otro obtener semillas, a partir del libre cruzamiento, con las
que se espera poder conformar la poblacién de base genética amplia (Massuh, 2014,
Massuh et al., 2017). Una vez establecida la parcela, se midié la altura de planta (cm) al

mes y a los dos meses del trasplante, medida tomada siempre sobre la rama mas larga.

A los dos meses del trasplante también se registro:

-Ancho de ala (cm): se midid, a los 10 cm de altura, el ancho de las tres alas de la
ramificacion mas larga.

-Longitud entrenudo (cm): se obtuvo el promedio de todas las longitudes entrenudos
en la rama mas alta.

-Numero de ramificaciones: contabilizadas a los 10 cm de altura.

-Estructura de planta: presencia de eje principal y aspecto laxo 0 compacto de mata.

La cosecha se realizé en el mes de mayo de 2019. Los cortes de las plantas se
realizaron a 15 cm del suelo para favorecer el rebrote. La cosecha se realizd por planta,
acondicionando la planta cosechada en bolsas de papel con su correspondiente
identificacion. Se mantuvieron en una habitacion a temperatura ambiente, protegidas del sol

y del polvo por dos semanas. Previo a la cosecha, se registrd la altura de planta (cm)
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(medida sobre la rama mas larga). Post-cosecha de midieron y estimaron los siguientes

caracteres cuantitativos:
-Peso fresco (PF) de planta (g. pl ™).
-Peso seco (PS) de planta (g. pl 1).

-Relacion PS/PF.

Analisis Estadistico:

Los resultados fueron analizados con el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2017). Se utilizo estadistica descriptiva para caracterizar la poblacion, generada a partir
de germoplasma recolectado in situ, a traves de las variables medidas. También se evaluo
variabilidad en dicha poblacion. Para el analisis de variabilidad se emple6 Andlisis de

Componentes Principales.
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RESULTADOS

De los 50 individuos implantados en el ensayo a campo, 42 de ellos sobrevivieron
hasta la cosecha, siendo el porcentaje de mortandad de 16%. Los datos presentados a
continuacion corresponden a las mediciones realizadas sobre las plantas que culminaron el

periodo de evaluacion a campo.

Inicio del periodo de rusticacién

La Tabla 5.1 resume los resultados de las mediciones realizadas a las plantas de la
nueva poblacién de B. crispa (generada a partir de germoplasma de poblaciones silvestres),

momento del trasplante en envases de 2 L.

Tabla 5.1 - Medidas resumen de cuatro caracteres evaluados en una nueva poblacion de B.
crispa generada a partir de germoplasma de poblaciones silvestres

Medidas Altura de Ancho de ala N° de N° de estacas
resumen planta (cm) (cm) Ramificaciones apicales
Media 42,30 0,27 5,67 4,6
D.E. 12,47 0,11 3,72 4,74
C.V. 29,49 42,29 65,64 81,43
Min. 17 0,10 1 0
Max. 62 0,57 19 19

D.E.=desvio estandar; C.V.= coeficiente de variacion; Min.=minimo y Max.=maximo.

Considerando que el C.V. es una medida relativa de la magnitud de la variabilidad
de los caracteres estudiados; al observar los C.V. de los caracteres evaluados (Tabla 5.1) se
puede inferir que dichos caracteres presentaron variabilidad entre los individuos de la
poblacién en estudio. Para visualizar la variacion se presenta en las Fig. 5.3, 5.4, 5.5y 5.6
los valores de cada uno de los individuos para los caracteres medidos en ellos, ademas de
tener como referencia para su interpretacion el valor medio de cada caracter. Cabe aclarar
que el valor minimo del nimero de estacas apicales “0” se debe a que la planta considerada
tenia solo un tallo principal y de la porcién apical, por encima de los 10 cm de corte, no se

obtuvo una estaca de al menos 5 nudos.
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Figura 5.3. Altura de planta (cm) de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de poblaciones
silvestres. La linea que atraviesa transversalmente el gréfico representa el valor medio del carécter en la poblacion.
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Figura 5.4. Ancho de ala (cm) de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de poblaciones
silvestres. La linea que atraviesa transversalmente el gréfico representa el valor medio del carécter en la poblacion.
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Figura 5.5. Numero de ramificaciones de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de
poblaciones silvestres. La linea que atraviesa transversalmente el grafico representa el valor medio del caracter en la poblacion.
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Figura 5.6. Nimero de estacas apicales obtenidas de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de
poblaciones silvestres. La linea que atraviesa transversalmente el grafico representa el valor medio del caracter en la poblacién.
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Para cada caracter evaluado, hay individuos que estan por encima y por debajo del
valor medio en la poblacién. Se destacan las plantas 5, 23, 30, 38, 41 y 42 por presentar

valores superiores al valor medio en los cuatro caracteres.

Rusticacion

Las medidas resumen de las variables cuantitativas a través de las cuales se
evaluaron las plantas durante la rusticacion se presentan resumidas en la Tabla 5.2. La
altura inicial de todas las plantas en el periodo de rusticacion fue de 10 cm, ya que, en el
momento del trasplante a macetas de 2 L, marzo de 2018, se cortaron las plantas para que

todas tengan la misma altura inicial.

Tabla 5.2 - Medidas resumen de cuatro caracteres evaluados en una nueva poblacion de B.
crispa generada a partir de germoplasma de poblaciones silvestres durante su rusticacion

. Crecimiento al Crecimiento a NUmero de Altura al
Medidas . e
mes los seis meses ramificaciones trasplante
resumen -
(cm) (cm) a los seis meses (cm)
Media 7,52 10,48 12,45 20,76
D.E. 4,47 5,26 6,22 5,28
C.V. 59,48 50,17 4992 25,44
Min. 0 1 4 11
Max. 19 22 28 32

D.E.=desvio estandar; C.V.= coeficiente de variacion; Min.=minimo y Max.=maximo. n=42

De la misma manera que ocurrié con las mediciones realizadas al inicio de la
rusticacion, los caracteres evaluados presentaron variabilidad entre los individuos de la
poblacion en estudio (Fig. 5.7, 5.8, 5.9 y 5.10). Durante este periodo las plantas
continuaron creciendo y se mantuvieron verdes aun durante el invierno (Fig. 5.11),

generando nuevos brotes.

93



204

154

104

Crecimiento a abril de 2018 (cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Planta

Figura 5.7. Crecimiento en altura (cm) de los individuos de la poblacién de B. crispa, generada a partir de germoplasma de
poblaciones silvestres, al cabo de un mes en rusticacion. La linea que atraviesa transversalmente el grafico representa el valor medio
del carécter en la poblacion.
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Figura 5.8. Crecimiento en altura (cm) de los individuos de la poblacién de B. crispa, generada a partir de germoplasma de
poblaciones silvestres, al cabo de seis meses en rusticacion. La linea que atraviesa transversalmente el gréafico representa el valor
medio del caracter en la poblacion.
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Figura 5.9. Numero de ramificaciones de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de
poblaciones silvestres, al cabo seis meses en rusticacion. La linea que atraviesa transversalmente el gréafico representa el valor medio
del carécter en la poblacion.
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Figura 5.10. Altura al trasplante de los individuos de la poblacion de B. crispa, generada a partir de germoplasma de poblaciones

silvestres. La linea que atraviesa transversalmente el grafico representa el valor medio del caracter en la poblacion.

95



Figura 5.11. Plantas de B. crispa durante su rusticacion, correspondientes a julio de 2018.

Trasplante a cosecha

La informacion presentada a continuacion corresponde a las observaciones y
mediciones realizadas sobre plantas de B. crispa, obtenidas de germoplasma de las
poblaciones silvestres, que fueron evaluadas en un mismo ambiente en el periodo
comprendido entre octubre de 2018 (fecha en que se realizé el trasplante) y mayo de 2019

(fecha en que se realiz6 la cosecha).

Se realiz6 la caracterizacion de las plantas mediante caracteres cualitativos y
cuantitativos. Los caracteres cualitativos generalmente corresponden a caracteristicas
morfoldgicas que pueden emplearse como descriptores, ya que son caracteristicas poco
influenciadas por el ambiente; mientras que los caracteres cuantitativos estan relacionados
directamente con la produccion de biomasa de las plantas y muestran influencia del
ambiente sobre su expresion. También se llevd un registro quincenal de la fenologia
durante el ensayo. ElI 80 % de las plantas se mantuvieron en fase vegetativa con activo
crecimiento durante el ensayo hasta la cosecha (Fig. 5.12). EI 20 % de las plantas que entro
en fase reproductiva durante el periodo de evaluacion, lo hizo tardiamente desde el mes de
abril. Los ejemplares femeninos florecieron antes que los masculinos, ambos pies con
escasa produccion de inflorescencias; por lo que no fue posible recolectar semillas en el

ciclo de evaluacion.
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Durante este periodo se observaron diferencias de tipo cualitativo en el material

evaluado. El borde de las alas se presentd, en algunas plantas, con ondulaciones bien
marcadas, mientras que en otras el borde de las alas era liso. Hubo plantas con un tallo
principal y aspecto de mata laxa, y otras en las que aparecian un conjunto de tallos desde su
base, formando matas compactas. Ademas, se observaron plantas con nervaduras violaceas

y otras con nervaduras verdes. (Fig. 5.13).
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Figura 5.13. Caracteres cualitativos diferenciales observados en plantas de B. crispa,
provenientes de germoplasma silvestre, evaluadas en un mismo ambiente: A. borde de ala
ondulado y B. borde de ala liso; C. planta con varios tallos desde la base y D. planta con
un solo tallo principal; E. nervadura del tallo violaceo y F. nervadura del tallo verde

palido.

Ademdas de mantenerse en activo crecimiento vegetativo durante el ensayo, las
plantas, cubrieron el espacio entre y dentro de las filas, emitiendo brotes generados desde

los rizomas que caracterizan la especie (Fig. 5.14).
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Figura 5.14. Rebrote de B. crispa generados desde rizomas.

En la Tabla 5.3 se presentan las medidas resumen de los caracteres cuantitativos

utilizados para evaluar la respuesta de germoplasma silvestre en un mismo ambiente. Entre

estos caracteres se encuentran algunos de los citados en las descripciones botanicas de la

especie a partir de especimenes de la especie caracterizados in situ, tales como la altura de

planta, el ancho de ala y la longitud entrenudo, ademéas de caracteres asociados a la

produccién de biomasa de las plantas.

Tabla 5.3. Medidas resumen de caracteres cuantitativos utilizados para la evaluacion de

germoplasma silvestre de B. crispa en un mismo ambiente

Variables Media DE CV. Min.  Méx.
Altura noviembre de 2018 (cm) 37,45 5,66 15,12 23,00 50,00
Crecimiento a noviembre de 2018 (cm) 16,69 5,94 35,62 3,50 29,00
Altura diciembre de 2018 (cm) 4362 7,2 16,5 31,00 60,00
Crecimiento a diciembre de 2018 (cm) 22,86 6,72 29,40 11,00 34,00
Ancho de ala (cm) 044 0,12 25,92 0,23 0,67
Longitud entrenudo (cm) 3,06 0,64 20,79 1,80 4,20
NUmero de ramificaciones 16,76 8,44 50,36 2 31
Altura mayo 2019 (cm) 69,29 10,99 15,86 49,00 98,50
P.F.(g. pl ™ 138,47 9545 9545 1440 384,72
P.S.(g.pl™Y) 58,33 40,48 40,48 1,22 166,52
P.S./P.F. 0,57 0,08 13,70 0,44 0,83

D.E.=desvio estandar; C.V.= coeficiente de variacion; Min.=minimo y Max.=maximo. n=42
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Todos los caracteres cuantitativos evaluados mostraron variacion entre los
individuos evaluados. Esta informacion es indicadora de que la nueva poblacién posee
variabilidad y que seria posible la recoleccion de germoplasma generado de la fecundacion
cruzada entre los individuos que la componen, para dar inicio a una segunda etapa de
evaluacion del germoplasma con el objetivo de conformar una poblacion de base genética

amplia.

Al realizar evaluaciones previas a la conformacion de una poblacion base de un
programa de seleccién y mejoramiento, el uso de Analisis de Componentes Principales
(ACP) es una herramienta util para analizar los datos que se generan de la caracterizacion y
evaluacion preliminar del germoplasma con el fin de conocer la relacion existente entre las
variables cuantitativas consideradas y la variabilidad entre las accesiones. También permite
seleccionar las variables cuantitativas de mayor valor discriminante para limitar el nimero
de mediciones en evaluaciones de germoplasma posteriores (Hidalgo, 2003). En este
sentido, se aplicaron ACP a los datos obtenidos para visualizar la variabilidad entre las
plantas evaluadas. En un primer analisis de redujo la cantidad de variables, seleccionando
las de mayor peso en la explicacion de la variabilidad observada. Se seleccionaron las
variables: peso seco (P.S.), relacion P.S./P.F., altura de planta al mes del trasplante
(noviembre 2018), altura de planta a los dos meses del trasplante (diciembre de 2018),
altura de planta a los siete meses del trasplante (mayo 2019) y longitud de entrenudo. En la
Fig. 5.15 se presenta el grafico biplot generado del ACP realizado con las variables
seleccionadas. Con las dos primeras componentes es posible explicar el 68,7% de la
variacion total entre los individuos de B. crispa evaluados a través de caracteres
cuantitativos. Se puede observar por un lado que la altura de las plantas y la longitud
entrenudo tienen una asociacién positiva con el rendimiento, evaluado como peso seco de
planta; y por el otro, este grupo de variables se relacionan negativamente con la relacion
PS/PF. La ausencia de un patron de dispersion entre los individuos en el espacio del biplot,
es también un indicio de que existe variabilidad entre los individuos evaluados

considerando caracteres cuantitativos.

100



5,00

P.S./P.F.
35Y ¢
38
2,50 v o Longitud entrenudo
39 18
~ vow om0 ps. s T
?\i » 14\\¢ 17 36 1311 e v
N, 30Y " 21y ‘ Yo b e Altura mayo 2019
= 000 e Yo v ® Altura diciembre de 2018
o Yy X( g Yy Y34 Yy Y
33
Y 17Y 5 Y41 Altura noviembre de 2018 o
2,50 20
-5,00- , ; .
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00

CP 1(51,0%)

Figura 5.15. Variabilidad entre individuos de B. crispa, segun los dos primeros ejes de un Analisis de Componentes Principales,
evaluados a través de caracteres cuantitativos discriminatorios. Y=planta evaluada; CP1= componente principal 1; CP2= componente principal 2;
P.S./P.F.=relacion entre el peso seco y el peso fresco de planta; P.S.= peso seco de planta.
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DISCUSION

De las especies medicinales nativas con demanda de mercado, B. crispa es una
planta de interés econdmico y social en la Argentina (Cantero et al. 2019). El
abastecimiento del mercado proviene del acopio de material silvestre recolectado
indiscriminadamente de ambientes naturales, sin ningun tipo de control en cuanto al
cuidado del recurso, lo cual ha provocado una disminucién preocupante de este tipo de
recurso (Barboza et al., 2009). Por esta razon se orientd este estudio a la caracterizacion y
evaluacion de variabilidad in situ, a la determinacion de las condiciones de manejo que

permitan su domesticacion y a evaluar el comportamiento de la especie en cultivo.

En los trabajos de caracterizacion boténica se cita como caracteristicas distintivas de
la especie la altura, entre 15 a 45 cm, y que posee ramas provistas de tres alas, de 0,2 a 0,6
cm de ancho, con borde ondulado (Ariza Espinar, 1973, 2005; Barboza et al., 2006, Mdller,
2006). En trabajos previos realizados para caracterizar poblaciones silvestres de la especie,
estas caracteristicas distintivas tuvieron valores medios acordes a las citas de los trabajos
botanicos (Chaves, 2012; Chaves, 2015). El valor encontrado al evaluar plantines en
maceta para la altura fue de 42,30 cm y para el ancho de ala de 0,27 cm, encontrandose
entre los rangos citados para la especie como caracteristicos. En las plantas evaluadas en un
mismo ambiente el ancho de ala fue de 0,44 cm, manteniéndose dentro de los valores
citados, pero la altura promedio de las plantas fue de 69,29 cm, superando en poco mas del
50 % el limite superior de altura citado para esta especie. Los trabajos que incorporan la
longitud de entrenudo como caracter Util en la caracterizacion de plantas de la especie, citan
como promedio de este caracter un valor de 1,59 cm. Este valor en esos trabajos se
determind a partir de plantas silvestres de B. crispa (Chaves, 2012; Chaves, 2015). El valor
de longitud de entrenudo de las plantas en cultivo ha duplicado lo citado para ejemplares
silvestres, siendo de 3,06 cm. En este trabajo se ha realizado el registro del nimero de
ramificaciones a los 10 cm de las plantas, en todas las instancias en que fue medido los
individuos evaluados presentaron variabilidad para este caracter, por lo que deberia ser

incluido en estudios posteriores para conocer su heredabilidad y asi decidir si es un buen
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caracter para seleccionar plantas tendiendo al aumento del rendimiento de biomasa

cosechada.

Aunque la familia Asteraceae cuenta con un gran nimero de especies medicinales,
solo algunas responden positivamente al cultivo. En muy pocas se ha documentado que
existe evolucién bajo seleccion y manejo humano (Blanckaert et al., 2012, citado por
Carrilllo Galvez et al., 2015). Al evaluar la respuesta al cultivo de “romerillo amarillo”
(Solidago chilensis Meyen var. Chilensis)- planta nativa de Argentina utilizada por sus
propiedades medicinales-, Barrientos (2017) determind que las condiciones de cultivo
influyeron sobre las caracteristicas morfométricas y en la produccién de biomasa de las
plantas cultivadas con relacion a las plantas silvestres. EI proceso de domesticacion genera
cambios morfologicos, fisioldgicos y genéticos entre las poblaciones silvestres y las
cultivadas (Guillén, 2010). A estos cambios se los conoce como Sindrome de
Domesticacion (Colunga-Garcia Marin y Zizumbo-Villarreal, 2008; Chavez Pesqueira,
2017).

En trabajos previos de caracterizacion de poblaciones silvestres de la especie estos
caracteres presentaron un valor medio para la altura de 22,46 cm, para el ancho de ala de
0,27 cm y para la longitud entrenudo de 1,59 cm (Chaves, 2012; Chaves, 2015). Al realizar
la caracterizacion y la evaluacion de variabilidad del germoplasma in situ, el valor
promedio en las poblaciones silvestres de altura fue de 23,71 cm, el de ancho de ala 0,21
cm y el de la longitud entrenudo 1,23 cm. Estos mismos caracteres medidos en la poblacién
evaluada en un mismo ambiente tuvieron un valor promedio de 69,29 cm (altura), 0,44 cm
(ancho de ala) y de 3,06 cm (longitud de entrenudo), llegando en casos extremos a
encontrar plantas de casi un metro de altura, 0,67 cm de ancho de ala y de 4,2 cm de
longitud entrenudo. Estas diferencias morfométricas observadas entre las plantas de
carqueja de las poblaciones silvestres y la cultivada podrian atribuirse a los cambios que se
manifiestan en especies en proceso de domesticacion (Guillén, 2010). Si bien la especie se
encuentra en una etapa inicial del proceso de domesticacion, es importante recordar que la
domesticacion es un proceso evolutivo que tiene lugar gradualmente en el tiempo y hay

toda clase de grados y estadios de condiciones intermedias (Krapovickas, 2011). Por lo que
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las diferencias observadas entre las poblaciones silvestres y la cultivada podrian atribuirse
al mencionado sindrome de domesticacion (Colunga-Garcia Marin y Zizumbo-Villarreal,
2008; Chavez Pesqueira, 2017)

Figura 5.16. A. Ejemplar silvestre, pie masculino, de B. crispa de la poblacion San
Geronimo (marzo 2014). B. Ejemplar de B. crispa en parcela experimental (marzo 2018).

En cuanto a la fenologia, la bibliografia informa que B. crispa es una especie
perenne, que rebrota en primavera, florece a fines del verano y fructifica en otofio (Alonso
y Desmarchelier, 2006; Chaves, 2015). Durante la evaluacion del germoplasma silvestre de
carqueja realizada en un mismo ambiente, solo el 20 % de las plantas evaluadas florecieron,
la floracion de pies masculinos y femeninos no fue sincronizada y la floracion se retrasé
hasta el mes de abril. Ademés de esta caracteristica en la floracion, en la parcela de cultivo
se observo que las plantas cubrieron el espacio entre y dentro de las lineas con rebrotes
generados desde los rizomas (Fig. 5.16). Segun Carrillo et al. (2016), en algunos casos los
cultivos que se propagan vegetativamente invierten mas energia en su propagacion
vegetativa y suelen destinar menos recursos a su reproduccion sexual, por lo tanto este
comportamiento puede ocasionar una disminucion en la fertilidad. En este sentido McKey
et al. (2010), afirman que en algunas plantas pueden producirse compensaciones
particularmente complejas entre la reproduccién sexual y la reproduccion clonal. Esta
caracteristica es un componente importante del sindrome de domesticacion de plantas que

pueden propagarse vegetativamente (Meyer y Purugganan, 2013).
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El material comercializado y consumido por el mercado corresponde a la parte aérea
seca de las plantas cosechadas a partir de poblaciones silvestres (Barboza et al., 2009;
Martinez, 2015; Chaves et al., 2015; Pavan et al., 2017; Cantero et al., 2019). Conocer el
rendimiento en biomasa de las plantas sometidas a cultivo es importante ya que es el
producto comercializable. No se han encontrado antecedentes previos de rendimiento de
plantas de B. crispa cultivadas; si lo hay para una especie del mismo género y de estructura
similar, Baccharis trimera (Less) DC. Esta especie es cultivada, citdndose rendimientos
promedios de 251 g de materia seca por planta en un solo corte en parcelas de cultivo en
Uruguay (Davies, 2004) y de 35 g planta promedio cuando se realizan entre dos y tres
cortes por ciclo de cultivo en Brasil (Andrido et al., 2010). Se ha encontrado un antecedente
de cultivo de B. crispa conducido en invernadero en maceta, se registré en estas
condiciones un rendimiento promedio de 6,78 g.pl™* (Moreno Pizani, 2017). También hay
antecedentes de cultivo de B. trimera en invernadero, en macetas, este estudio cita que el
rendimiento de materia seca promedio por planta es de 6,91 g.pl™* (Capra et al., 2014). Los
datos de rendimiento de plantas cultivadas aportados en esta tesis, indican rendimiento
promedio por planta de 58,33 g, realizandose un solo corte a los siete meses del trasplante a
campo. Es un primer dato, se requiere avanzar en mas de un ciclo de cultivo y evaluar la

respuesta a distinta frecuencia de corte.

Durante el proceso de la domesticacion y mejoramiento genético, las plantas
silvestres son sometidas al principio a algin tipo de manejo (Davies, 2004). La
caracterizacion y evaluacién de una especie silvestre ex situ, como comienzo de un proceso
de cultivo, requiere de una poblacion inicial que represente su variabilidad natural (Massuh,
2014; Massuh et al., 2017). Esta poblacion es conocida como poblacion de base genética
amplia (Allard, 1980; Cubero Salmeron, 2014). Para seleccionar es imprescindible disponer
de la variabilidad que se encuentra en poblaciones o genotipos previamente adaptados, ya
que la variabilidad genética de cada especie en estado silvestre no puede utilizarse

directamente (Rimieri, 2017).

Hasta aqui se ha descripto el comportamiento de germoplasma silvestre de B. crispa

en un mismo ambiente, cultivado, en un periodo inicial de su proceso de domesticacion. Al
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evaluarlo, todas las variables cuantitativas medidas en él han mostrado variabilidad en
distinta medida y también se han observado caracteristicas cualitativas diferenciales entre
los individuos evaluados. Dentro de la nueva poblacién, generada a partir de germoplasma
de las poblaciones silvestres evaluadas in situ, también se ha demostrado la existencia de
variabilidad empleando caracteres discriminantes. Esta nueva poblacion, entendida como
un conjunto heterogéneo de individuos que pertenecen a la misma especie bioldgica y que
viven en un momento y en un medio geografico determinado (Martinez Moreno y Solis
Martel, 2010), tiene capacidad para cruzarse e intercambiar alelos unos con otros. Como ya
se ha mencionado B. crispa es una especie dioica, con reproduccion sexual y asexual por
medio de rizomas (Ariza Espinar, 1973, 2005; Barboza et al., 2006). De aqui se desprende
que el mecanismo de reproduccion sexual es la alogamia, por lo que es posible generar a
partir de las semillas que se recolecten de la poblacion evaluada la poblacion de base
genética amplia para comenzar a seleccionar y mejorar la especie. Esto ya se ha hecho con
éxito con la peperina, el suico y el incayuyo, especies aromaticas y medicinales nativas
presionadas y con demanda de mercado (Ojeda, 2004; Massuh, 2014; Brunetti, 2017,
Massuh et al., 2017; Ocafio, 2017).
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CONCLUSIONES

A partir de germoplasma recolectado de las poblaciones silvestres de la provincia de
Cordoba, se logré conformar una poblacion de acuerdo a las condiciones de multiplicacion

desarrolladas en el Capitulo 4.

El conjunto de individuos generado fue caracterizado en varias etapas, que
concluyeron con la cosecha a campo. Para dicha caracterizacion se emplearon caracteres
cuantitativos y cualitativos. A partir de la descripcion de estos caracteres en la poblacién se

determind que existe variabilidad entre los individuos que conforman la nueva poblacion.

A partir de la comparacién de poblaciones silvestres y la poblacién cultivada en un
mismo ambiente, se determind que los rasgos morfométricos evaluados se expresaron de

manera diferente entre las condiciones silvestre y cultivada

Se aporta el primer dato correspondiente al rendimiento de plantas cultivadas,
siendo el rendimiento promedio de 58,33 g.pl?. Este dato es de suma importancia para
conocer el rendimiento de la especie cuando es cultivada, como alternativa de la extraccion

de material vegetal a partir de poblaciones silvestres.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

En la provincia de Cordoba las poblaciones silvestres o naturales de Baccharis
crispa Spreng. experimentan grave erosion genética por su demanda comercial y porque no
se cultiva. Se debe reconocer que la recoleccion no es la Gnica causa de la erosion genética;
el desmonte a tala rasa que exige la ampliacion de la frontera agricola y otras précticas
como la roza a fuego intencional para proveer pasto al ganado, que deviene en incendios
arrasadores, tienen efectos a menudo permanentes sobre la composicion floristica y la
diversidad vegetal de los ambientes de crecimiento; junto a la urbanizacion incontrolada

que ocurre en grandes areas de interés turistico como nuestros paisajes serranos.

Para aliviar la presion sobre las poblaciones silvestres es necesario cubrir la
demanda con material proveniente de cultivo y paralelamente educar en el uso sostenible de
las poblaciones silvestres para evitar su desaparicion. En este trabajo se realiz6 la
caracterizacion y la evaluacion de variabilidad morfoldgica y de la bioactividad potencial
de poblaciones silvestres de la especie en las serranias de Cordoba; la determinacion de las
condiciones adecuadas para su domesticacion y la descripcién del comportamiento de la
especie en un mismo ambiente. Estas actividades permitieron conocer aspectos del manejo
de la especie desconocidos hasta el momento y encontrar nuevas utilidades para despertar
el interés para cultivo. Se reunio el germoplasma con el que se ha iniciado el proceso de
domesticacion y con el que se dard inicio a un programa de seleccion y mejoramiento por

caracteres agronémicos y biactivos.

El trabajo se desarrollo bajo la siguiente hipotesis y objetivos, que delinearon las
actividades desarrolladas para verificar la hipotesis planteada.
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Hipotesis:

Cuando el germoplasma silvestre de B. crispa es cultivado y evaluado en un mismo
ambiente se expresan diferencias morfolégicas y agrondmicas entre los individuos
cultivados y éstos también responden de manera distinta a como lo hacen sus congéneres en

la naturaleza.

Objetivo General:

Evaluar la variabilidad morfolégica y la variabilidad en la bioactividad de
poblaciones silvestres de Baccharis crispa Spreng. y generar las metodologias para
domesticar y conformar una poblacion variable de la especie.

Objetivo Especificos:

Determinar la existencia de variabilidad morfolégica en poblaciones silvestres de B.

crispa

Evaluar la variabilidad en la bioactividad, actividad antiviral y virucida, de extractos
organicos y acuoso caliente obtenidos de poblaciones silvestres de B. crispa

Realizar estudios de propagacion sexual y agamica

Evaluar la respuesta de germoplasma proveniente de poblaciones silvestres en un

mismo ambiente

Se presentan las conclusiones a las que se arribaron en el desarrollo de cada objetivo

especifico:
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Caracterizacion in situ v evaluacion de la variabilidad para caracteres morfométricos de

poblaciones silvestres de B. crispa.

Se caracterizaron cuatro poblaciones silvestres de B. crispa de las serranias de la
provincia de Cordoba. Se trabajd con poblaciones de lugares donde la recoleccion de esta
hierba medicinal es una practica comun de los pobladores locales. La caracterizacion de las
poblaciones se llevd a cabo utilizando variables morfolégicas empleadas en descripciones
botanicas y trabajos previos de caracterizacion de la especie. Se encontr6é que las variables
morfolégicas evaluadas asumieron valores dentro del rango de los ya descriptos, salvo la
longitud de inflorescencia femenina. A través de la descripcion del suelo donde crecen las
poblaciones evaluadas se determind que las poblaciones crecen en suelo suelto, sin
problemas de salinidad y con pH levemente &cido. Con los caracteres evaluados se

demostrd la existencia de variabilidad dentro y entre las poblaciones estudiadas.

Variabilidad en la bioactividad de extractos orgdnicos y acuoso caliente obtenidos de

poblaciones silvestres de B. crispa

Con material proveniente de las cuatro poblaciones evaluadas en la caracterizacién
morfolGgica, se obtuvieron los extractos organicos cloroférmico y etandlico, y el acuoso
caliente de cada una de ellas. A estos extractos se les evalud la citotoxicidad in vitro,
describiendo el efecto citopatico producido por cada uno de ellos y determinando las CCzo
y la CCsp para la valoracion de la actividad antiviral y virucida de cada uno de ellos. De
manera general se encontré que los extractos acuosos fueron menos citotdxicos que los
organicos, dentro de los organicos el extracto cloroférmico fue mas citotdxico que el
extracto etanolico. La actividad antiviral y virucida se evalud frente a un virus ARN:
Chikungunya (CHIKYV) (Alfavirus-Arbovirus) genotipo Asiatico-americano y un virus
ADN: Herpes simplex tipo 1 (HSV-I) (Herpes virus) cepa KOS. Las poblaciones
evaluadas tuvieron actividad antiviral y virucida, excepto la poblacion de Villa del
Parque. Los extractos evaluados presentaron mayor potencial inhibitorio en actividad
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antiviral, comparado con la actividad virucida de ambos modelos virales. Se determind la
existencia de variabilidad dentro y entre las poblaciones evaluadas tanto para la actividad

antiviral y la actividad virucida.

Propagacion sexual y asexual de la especie B. crispa.

Con germoplasma recolectado de las poblaciones silvestres se realizaron los ensayos
de propagacion sexual y asexual. Se determind que la especie no presenta mecanismos de
dormicion, ya que no responde mejorando el porcentaje de germinacion cuando se le
aplican a las semillas tratamientos pre germinativos para la ruptura de posibles dormiciones
fisica y fisiologica. Hasta los 18 meses de almacenamiento, las semillas no perdieron
viabilidad. EI germoplasma presentd un porcentaje de germinacion promedio de 40 %,
empleando semillas sin restos de inflorescencia. Esta caracteristica estd asociada a la
presencia de embrion. El porcentaje de germinacion es bajo a pesar de la seleccion de las
semillas. Esta caracteristica sumada a que la especie posee un alto porcentaje de semillas
vacias, es la causa de la dificultad encontrada en la reproduccion sexual de la especie. En lo
que respecta a la reproduccién asexual por estacas se determind que el germoplasma tiene
bajo porcentaje de prendimientos (< 20 %), por lo que se recomienda contemplar en futuras
lineas de investigacion la multiplicacion in vitro. Con las evaluaciones realizadas se
concluye que es dificil propagar la especie sexual y asexualmente, por lo que es

recomendable continuar investigando alternativas para su multiplicacion.

Evaluacion de la respuesta de germoplasma proveniente de poblaciones silvestres en un

mismo ambiente.

Con germoplasma silvestre de B. crispa, recolectado en las Sierras de Cdrdoba, se
logré armar una poblacion de individuos a los que se les evalud la respuesta en un mismo
ambiente de cultivo, considerando caracteres agrondémicos cualitativos y cuantitativos.
Entre estos ultimos se consideraron caracteres evaluados en las poblaciones silvestres in

situ. Con estos datos se contrastdé en comportamiento in situ y ex situ. Con la informacion
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recabada de las plantas en cultivo se demostro la existencia de variabilidad dentro de la
nueva poblacion. En relacion a la caracterizacion de esta poblacion se determind que los
individuos que la componen superaron los valores de los caracteres evaluados citados en la
bibliografia, también fueron superiores a los obtenidos de la evaluacion in situ de las
poblaciones de dénde provino el germoplasma usado para su conformacion. Se generaron
los primeros datos de rendimiento (g.pl™) y caracteres de plantas asociados a la especie en
una condicion de cultivo. Por dltimo, se encontro variabilidad entre los individuos
evaluados considerando todos los caracteres analizados, sean cuantitativos y cualitativos;
por lo que a partir de las semillas que se recolecten en la parcela de cultivo se generara la

poblacion de base genética amplia.

Por lo expuesto hasta aqui se concluye que se comprobo la hipotesis planteada en esta
tesis, demostrando la existencia de variabilidad morfométrica entre y dentro de las
poblaciones silvestres y que considerando dichos caracteres, la poblacion variable de la
especie respondié de manera distinta respecto a las poblaciones silvestres. También se
demostro la existencia de variabilidad en la capacidad antiviral entre y dentro de las
poblaciones silvestres. Ademas se ajustaron metodologias de multiplicacion y manejo que
permitieron iniciar con el proceso de domesticacion y se conformé una poblacion variable

de B. crispa.
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Futuras lineas de investigacion

1) Evaluar la citotoxicidad y la actividad antiviral in vitro de los extractos
obtenidos a partir de las plantas de B. crispa evaluadas en un mismo ambiente de
cutlivo. Comparar los resultados obtenidos con la bioactividad encontrada con los
extractos de las poblaciones silvestres.

2) Realizar el perfil quimico de los extractos evaluados y determinar los

compuestos responsables de la bioactividad encontrada.

3) Realizar la caracterizacion molecular de la poblacion evaluada en un
mismo ambiente y determinar si la variabilidad fenotipica encontrada se corresponde

con variabilidad molecular.

4) Estudiar el efecto del proceso de domesticacion a nivel molecular,
determinando si hay cambio en las frecuencias alélicas entre las poblaciones

silvestres y la .cultivada.

5) Ajustar un protocolo de multiplicacion in vitro para la obtencion de

plantas.

6) Recolectar semillas en la parcela evaluada. Con esas semillas conformar
una poblacidn de base genética amplia la cual sera el punto de partida para comenzar
a seleccionar en ella individuos sobresalientes por rendimiento de materia seca y por

bioactividad.

7) Determinar la heredabilidad de los caracteres cuantitativos evaluados, a
partir de la descomposicion de la varianza ambiental obtenida al realizar evaluacion
clonal del germoplasma. Seleccionar en base a este parametro los mejores caracteres

para realizar seleccion.
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ANEXO |

Cuadros de ANAVA para citotoxicidad, actividad antiviral y virucida evaluadas en funcion
del tipo de extracto y de la poblacion de origen del material vegetal con el que se obtuvo el

extracto.

Variable: CC 5o
N=36 R?=1 R?aj=1 CV=1,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 1727354,32 11 157032,21 8119,22 <0,0001
Extracto 1095483,04 2 547741,52 28320,52 <0,0001
Poblacién 155476,56 3 51825,52 2679,60 <0,0001
Extracto*Poblacion  476394,73 6 79399,12  4105,27 <0,0001
Error 83,37 24 19,34

Total 7210,82 35

Se consideran significativos los p-valor < 0,05

Variable: CC 1o

N=36 R?=1 R2aj=1 CV=279

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo 922764,81 11 83887,71 2782,55 <0,0001
Extracto 718658,50 2 359329,25 11918,91 <0,0001
Poblacion 58164,71 3 19388,24 643,11 <0,0001
Extracto*Poblacion  145941,61 6 24323,60 806,81 <0,0001
Error 723,55 24 30,15

Total 923488,36 35

Se consideran significativos los p-valor < 0,05
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Variable: % inhibicion HSV-actividad antiviral

N=24 R?=0,99 R?aj=098 CV =584

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo 712744 11 647,95 93,26 <0,0001
Extracto 1907,12 2 953,56 137,25 <0,0001
Poblacion 5059,67 3 1686,56 242,75 <0,0001
Extracto*Poblacion 160,65 6 26,77 3,85 0,0224
Error 83,37 12 6,95

Total 7210,82 23

Se consideran significativos los p-valor < 0,05

Variable: % inhibicion CHIKV-actividad antiviral

N=24 R?=0,99 R?aj=0,98 CV =387

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo 6945,01 11 631,36 132,71 <0,0001
Extracto 846,49 2 423,24 88,96 <0,0001
Poblacion 5644,43 3 1881,48 395,47 <0,0001
Extracto*Poblacion 45410 6 75,68 15,91 <0,0001
Error 57,09 12 4,76

Total 7002,10 23

Se consideran significativos los p-valor < 0,05

Variable: % inhibicion HSV-actividad virucida

N=24 R?=1 R?aj=1 CV=272

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo 7508,04 11 682,55 900,51 <0,0001
Extracto 1740,34 2 870,17 1148,05 <0,0001
Poblacion 4586,90 3 1528,97 2017,22 <0,0001
Extracto*Poblacion  1180,80 6 196,80 259,65 <0,0001
Error 9,10 12 0,76

Total 7517,14 23

Se consideran significativos los p-valor < 0,05
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Variable: % inhibicion CHIKV-actividad virucida

N=24 R?=1 R%?aj=1 CV=1561

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo 6460,47 11 587,32 2996,16 <0,0001
Extracto 1905,03 2 952,51 4859,20 <0,0001
Poblacion 3564,94 3 1188,31 6062,12 <0,0001
Extracto*Poblacién 990,50 6 165,08 842,16  <0,0001
Error 235 12 0,20

Total 6462,82 23

Se consideran significativos los p-valor < 0,05
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