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Las recetas de El Libro de las Medicinas (siriaco) y las que figuran
en la literatura farmacéutica arabe: una comparacion

Daniel Asade
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Compendio de tesis
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Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. 21 de diciembre de 2017.

Resumen

Este trabajo es un fragmento de la tesis de doctorado “La literatura farmacéutica siriaca y arabe. Comparacion de
las recetas de El libro de las medicinas (siriaco) con recetas en la literatura farmacéutica arabe”. Se identifica los
paralelos literarios existentes en el medicamento Hiera de Galeno (en cuanto al nombre propio, indicaciones clini-
cas, composicion cuali-cuantitativa, posologia y via de administracion, farmacotecnia, conservacion y referencias
citadas) de un texto arabe medieval de Avicena (1bn Sina), y los del texto siriaco-arameo de un manuscrito medieval
editado por Ernest A. Wallis Budge (1913), llamado El Libro de las medicinas. Ademas, indaga su origen en la
medicina clasica de lengua griega. Este medicamento ha sido identificado por su taxonomia constitutiva y, mediante
el andlisis filologico de sus simples, demostramos en varios casos los préstamos del siriaco al arabe, o al menos
su nombre vulgar anterior al periodo arabe islamico; de modo que, sumado a los paralelos literarios mencionados
anteriormente, nos permitié demostrar que los cristianos de lengua siriaca-aramea fueron, al menos en los casos
considerados, traductores de la medicina clasica mas tempranos que los arabes musulmanes, como sostienen los
académicos en estudios siriacos, bizantinos y arabes; y los especialistas en la Historia de la Ciencia.

The Book of Medicines (Syriac) and the Recipes in Arabic
Pharmaceutical Literature: a Comparison

Summary

This compendium of doctoral thesis identifies the literary existing parallels between the Hiera of Galen
medicine (in their proper name, clinical indication, pharmaceutics, conservation and references mentioned) of
a medieval Arabic text of Avicenna, and the Syriac-Aramaic text of a medieval manuscript edited by Ernest
A. Wallis Budge (1913), called The Book of Medicines. Investigation also goes into the origin of the classic
medicine in Greek. All drugswere identified by their constitutive taxonomy. Through the philological analysis
of simple drugs, the loan from the Syriac to Arabic was proven in several cases, or at least its common use

Palabras clave: medicina islamica medieval - farmacia arabe - farmacia siriaca - Libro de las medicinas - tradicion clésica - Hiera
de Galeno.

Key words: medieval islamic medicine - arabic pharmacy - syriac pharmacy - The Book of Medicines - classical tradition - Hiera
of Galen.
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name previous to the Arabic-Islamic period; therefore, adding the literary parallelism previously mentioned,
we were able to demonstrate that Christians of the Syriac-Aramaic tongue were, at least in the considered
cases, were earlier translators of classic medicine than the Arabic-Muslims, as indicated by academics in
Syriac, Byzantine and Arab Studies, as well as specialists in History of Science.

Introduccion

En territorio bizantino y persa sasanida (Figura 1)
surgié un movimiento intelectual en lengua sirfaca*
-cristianos orientales-,y més tarde, con el arribo del
Islam (Figuras 2 y 3), en arabe -musulmanes y cris-
tianos orientales- que rescatd parte del conocimiento
griego (Lindberg, 2002). Luego, las traducciones
del arabe al latin permitieron que en el siglo x se
completase en Occidente lo que no lleg6 arealizarse
durante la Edad Media inicial (Lindberg, 2002), y
que, de no haber sido recogidos, se hubiesen perdido
para siempre (Brock, 2006).

La literatura siriaca y arabe contiene un impor-
tante cuerpo de textos farmacéuticos. Este es el
material considerado en la tesis de doctorado (“La
literatura farmacéutica siriaca y arabe. Comparacion
de las recetas de El libro de las medicinas (siriaco)
con recetas en la literatura farmacéutica arabe™) de
la cual el presente trabajo es un resumen extendi-
do. Muchos desconocen que varias obras griegas
no llegaron del mundo griego al arabe, sino que
fueron primero vertidas a la lengua siriaca. Este es
el problema estudiado en esta tesis, ejemplificado
en este articulo con la Hiera de Galeno; que pone
de relieve los paralelos literarios hallados entre la
terapéutica en lengua siriaca y arabe, de modo de
explorar como aquella lengua fue un intermediario
necesario del original griego, en la transmision del
deposito cientifico-cultural helénico, que termino
traducido al arabe.

1. El siriaco es un dialecto del arameo, hablado por los
cristianos del Medio Oriente antes del arribo del Islam. La
Edad de Oro de la literatura siriaca comprendid los siglos
mi-vin d.C. Luego, a partir del siglo 1x, toda la literatura
comienza a traducirse al arabe, que pasa a ser la lengua
oficial del Islam. A partir de entonces, los cristianos de
lengua siriaca comienzan a reemplazar su lengua por el
arabe; no obstante, ciertos ndcleos rurales conservaron
su lengua siriaca de forma coloquial, inclusive hasta
el dia de hoy. El arabe pasaréa a ser el vehiculo de las
ciencias médicas, filosoficas, mateméticas, entre otras,
llegando a Europa hasta finalmente ser traducido al latin
(Brockelmann, 1928; Margoliouth, 1927).

6

Figura 1.- Territorio bizantino y persa sasanida (600 dC)

Mapa tomado de: https://airfreshener.club/quotes/end-
roman-empire-barbarians.html

Figura 2.- El califato de Abbasid (c. 850 dC)

Mapa basado del Atlas of World History (2007) - Progress
of Islam, tomado de https://en.wikipedia.org/wiki/Abba-
sid_Caliphate#/media/File:Abbasids850.png

Figura 3.- El califato de Cordoba (c. 1000 dC)

Mapa tomado de https://es.wikipedia.org/wiki/Cali-
fato_de_C%C3%B3rdoba#/media/File:Califato_de
C%C3%B3rdoba_-_1000.svg
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Objetivos

El objetivo es demostrar que el conocimiento “res-
catado” por los arabes en muchas ocasiones fue un
trabajo comenzado por los cristianos siriacos, que
muchos textos terapéuticos arabes medievales, ade-
mas de haber sido traducidos a partir de textos grie-
gos, también lo fueron mediante la lengua siriaca.

Literatura farmacéutica medieval en lengua
siriaca y arabe estudiada en este articulo

En lengua siriaca:

¢ Budge, E.A.W. (1913), Syrian Anatomy, Pathol-
ogy and Therapeutics: Syriac text: or “The Book
of Medicines™: the Syriac text, edited from a rare
manuscript, with an English translation, etc., vols.
I'y Il, Oxford UniversityPress, Londres.

En lengua arabe?:

e |bn Sina (1593), Kitab al Qanoun fi Al Toubb (The
Book of the Canon of Medicine), The Medical Press,
Roma.Publicado por la BibliotecaMédica Saab de
la Universidad Americana de Beirut. Disponible en
http://ddc.aub.edu.lb/projects/saab/avicenna/con-
tents-eng.htm

Criterios de seleccion de textos

Hemos localizado textos &rabes de diversos autores
y de diferentes lugares y periodos histéricos. A
continuacion, y con el fin de seleccionar las recetas
a comparar, se cotejaron las ediciones en inglés del
Libro de las medicinas siriaco y de los textos arabes.
A partir de acay a fin de comparar los medicamentos
de cada receta, se trabajo con los originales editados
en siriaco y arabe.

Se compararon dieciséis recetas siriacas del Libro
de las medicinas con recetas analogas en textos arabes
y, en todos los casos en que fue posible, también con
textos griegos, egipcios y mesopotdmicos. También
se analizé el término utilizado para cada uno de los
simples, para poder determinar si el término arabe pro-
viene del siriaco (mediante el estudio de los préstamos

2. La receta Hiera de Galeno se hallé sélo en el texto
arabe de Ibn Sina, de todos los textos arabes estudiados.
Tampoco se hall6 en textos de Egipto ni Mesopotamia.

o0 loanwords), o si, por lo menos, se trata de un término
de utilizacion tardio respecto de este Ultimo.

Al final de la comparacion de cada receta se
discutié qué relacion tienen las recetas arabes con
la siriaca del Libro de las medicinas, y qué relacion
tienen ambas con la griega, egipcia 0 mesopotamica
en caso de que existiese. Estas discusiones parciales
fueron elaboradas en una discusion general.

Resultados
Prescripciones médicas siriacas y arabes

La Hiera de Galeno, u otras de las dieciséis rece-
tas siriacas estudiadas del Libro de las medicinas
descriptas en la tesis, muestran paralelos literarios
(en cuanto al nombre propio, indicaciones clinicas,
composicion cuali-cuantitativa, posologia y via
de administracién, farmacotecnia, conservacion y
referencias citadas) con recetas de diversos autores
arabes de regiones y periodos diferentes; asi como
también con recetas clasicas en latin y griego. Al-
gunos casos, pueden remontarse a prescripciones
médicas egipcias 0 mesopotamicas.

El resultado y la discusion de cada una de las
recetas podran observarse en el nlcleo de la tesis;
también una discusién general que demuestra que to-
das las recetas siriacas provienen de fuentes clasicas,
y que el siriaco ha sido utilizado como intermediario
entre el griego y el arabe. A continuacion, se exponen
solamente una de ellas: la Hiera de Galeno®.

Textos

Texto siriaco (Tabla 1).

La Hiera de Galeno*, Anénimo (Budge, 1913:
24a).

La Hiera de Galeno se utiliza en las enfermeda-
des relacionadas con la disuria y poliuria. Se bebe
mezclado con infusion de apio®, &saro®, o pastinaca’
(Gignoux, 2011).

3. El resto de los medicamentos compuestos también
puede consultarse en el texto completo de la tesis de
doctorado.

4. Galeno de Pérgamo (129 a. C. - 216 d. C.).

5. wwain krps’ Apium graveolens L. (Apiaceae).

6. «_oior asrwn. También conocido como Nardo salvaje:
Asarum europaeum L. (Aristolochiaceae).

7. L \a)orastplyn. Pastinaca sativa L. (Apiaceae).
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Tabla 1.- Texto siriaco de la composicion y dosis de la Hiera de Galeno

Nombre vulgar Nombre cientifico Transliteracion  Nombre siriaco Cantidad
Pulpa de Coloquintida Citrullus colocynthis (L.) , \
(Pith of colocynth) Schrad. (Cucurbitaceae) gw’ dgnplws ¢ TN 4 dracmas
Camaedrio Teucrium chamaedrys L. Km® dr'ws arcin 3 dracmas y 2
(Chamaedrys) (Lamiaceae) pasy dng’
Cebolla albarrana asada  Drimia maritima (L.) Stearn \ 3 dracmas y 2
b 9 1
(Roasted sea-onion) (Asparagaceae) sqyl dmtwy el ~ dng’
Agarico Laricifomes officinalis Kotl. | vawn i e 3 dracmas y 2
arikon fungus et Pouzar (Fomitopsidaceae n
(Agarikon fungus) Pouzar (Fomitopsidaceac) ~ #¥4 S dng’
Escamonia Convolvulus scammonia L. sqmwny’ - 3 dracmas y 2
(Skamonia -convulvus-)  (Convolvulaceae) q y dng’
Eléboro negro (Black Helleborus niger L. s . 3 dracmas y 2
hellebore) (Ranunculaceae) Ly o e dng’
Hierba mora? o fsoé?:;lge}:eg)’;um - 3 dracmas y 2
Cantueso? Lavandula stoechas L “stwkwdws woraaalywrd dng’ g
1 .
(Strychnus) (Lamiaceae)’
Goma amoniaco Dorema ammoniacum D. mwWhvAwn o 3 dracmas y 2
(Ammoniac) Don. (Apiaceae) Ya =~ dng’
Hipérico Hypericum perforatum L. ciaa 3 dracmas y 2
(Haprikon) (Hypericaceae) Hwpryqwn ~gastsen dng’
Flores de tomillo Cuscuta epithymum (L.) L. ,
21N
(Flowers of thyme) (Convolvulaceae) ik e L) GEnes
Zamarrilla Teucrium polium L.
s\
(Teucrium polium) (Lamiaceae) Pwlywn ~getas 1,5 dracmas
. Commiphora africana
Bedehp (A. Rich.) Endl. mwql’ oo 1,5 dracmas
(Bdellium)
(Burseraceae)
Camapiteos Ajuga chamaepitys (L.) ,
(Chamaepitys azuga) Schreb. (Lamiaceae) km” ptws ol 1,5 dracmas
Aloe Aloe vera (L). Brum. f.
¢ als
(Aloes) (Xanthorrhoeaceac) lwy D Gatnrs
Canela Cinnamomum cassia
(Cassia) (L.) J. Presl qsy’ ~ama 1,5 dracmas
(Lauraceae)?*
Polipodio Polypodium vulgare L.
raale
(Polypodium) (Polypodiaceae) L ~s 1o CETemg
Mirra Commiphora myrrha (Nees) R . ,
(Myrrh) Engl. (Burseraceac) mwe e > dnq
Pimienta de los tres tipos® Piper nigrum L. )
(Peppers, of the three Piper longum L. plp!” tityhyn RS 5 dng’
kinds) (Piperaceae) N
Canela china Cinnamomum verum J. Presl wim’ ~oman 5 dna’
(Cinnamon) (Lauraceae) d d
Azafran Crocus sativus L. twrkm® _ 5 dng’
(Crocus) (Iridaceae) q
Opopanax chironium W. D. J.
Ferula opopanax , )
Koch ppnqws Pamaar’ 5 dnq
(Opopanax) .
(Apiaceae)
Ferula pérsica Willd. ?
Saeapeno (Apiaceae)
(Fegmrl)el)f’ Narthex asafoetida Falc. Sgpnws Paazw 5 dng’

ex Lindl. H. Karst. ?
(Apiaceae)
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Tabla 1.- (continta)

Nombre vulgar Nombre cientifico Transliteracion  Nombre siriaco Cantidad
(Betonica)’ Stachy s officinalis (L.) Trevis Sin texto Sin texto 5dnq’
(Lamiaceace)
Castoreo Castoreum R
(Castoreum) (Castoridae) astwrywn == DG
Aristoloquia Aristolochia rotunda L.
. . . . ’ > alaw ’
(Round aristolachia) (Aristolochiaceac) spiwl’ glyl N 3 dng
Genciana Gentiana lutea L. s \ R
(Gentian) (Gentianaceae) gntyn DG
Euforbio Euphorbia resinifera O. Berg. " camiare 5 dna’
(Euphorbium) (Euphorbiaceae) proywn =~ q
Pl Petroselinum crispum (Mill.)
? aule 3 >
(Petroselinum) JHESE, 31 g = e 4 dig
(Apiaceae)?
Miel dbs’ ~zo3 C.s.

1. Con este nombre traduce Budge (1913) al inglés la palabra waaw o)yor.
2. Véase Gignoux (2011) y Margoliouth (1927). Actualmente los taxénomos consideran que puede ser una sinonimia

de S. americanum Mill.
3. Véase Brockelmann (1928).

4. Cassia podria tratarse de Cinnamomum cassia, o0 bien de Cassia fistula. Es una discusion que viene desde antiguo.

5. Sugiero que se trata de pimienta negra, blanca y larga.

6. Budge (1913) sugiere que se trata del hinojo Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae).
7. Parece un afiadido de Budge en el texto inglés, ya que en el siriaco no aparece nada entre sagapeno y castoreo.

Nota: Beber dos dracmas. Utilizar como la Hiera Lgwdya.

Texto clésico (Tabla 2).

La Hiera de Galeno (Paulus Aegineta: 501).

Esta hiera se encuentra atestiguada en escritos de
Paulus Aegineta (Adams, 1844): Acerca de los an-
tidotos llamados hiera.

Analisis siriaco-griego (Tabla 3).

Texto arabe (Tabla 4).

Ibn Sina (103) Capitulo acerca de la fabricacion
de la Hiera de Galeno, copia de Ibn Sarafiun®(lbn
Sina, ed. 1593: 198).

Analisis siriaco-arabe (Tabla 5).

8. No detalla las indicaciones terapéuticas. Aqui se analiza
la Hiera de Galeno, copia de Ibn Sarafiun segtin el Canon
de Ibn Sina. Este Gltimo también incluye en el canon otras
Hieras de Galeno, segln copias de otros autores, a saber:
publica; y otra segun Faulos (probablemente Paulus Ae-
gineta). Ambas son diferentes a la descripta en siriaco.

Discusion

El esqueleto de la Hiera de Galeno que describe
Paulus Aegineta se encuentra también en la Hiera
de Galeno de la receta an6nima siriaca.

El texto siriaco deja en evidencia varias adiciones
(dado que no se hall6 un texto clasico igual).

Dichas evidencias se repiten en el texto arabe,
donde a su vez existen otras pequefias adiciones,
sustracciones y/o modificaciones.

El estudio sobre los términos éarabes utilizados
para los medicamentos simples (ver Corpus y me-
todologia), deja en evidencia que en la receta arabe
abundan los préstamos del siriaco y las traducciones
idiomaticas.

De todo este contexto se desprende que la receta
en lengua arabe posiblemente haya tenido una receta
siriaca en coman.
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Tabla 2.- Texto clasico, nombre cientifico, dosis de los componentes de la Hiera de Galeno

Nombre vulgar Nombre cientifico Cantidad
(dracmas)

Camedrio . .

(Germander) Teucrium chamaedrys L. (Lamiaceae) XVI

Pimienta larga

(Longpepper) Piper nigrum L. XVI

Pimienta blanca Piper longum L. (Piperaceae)

(White pepper)

Cantueso .

(Cassidony) Lavandula stoechas L. (Lamiaceae) XVI

Eléboro negro .

(el i) Helleborus niger L. (Ranunculaceae) XVI

Escamonea Convolvulus scammonia L. (Convolvulaceae) XVI

(Scammony)

NI Nardostachys jatamansi (D. Don) DC.(Caprifoliaceae) XVI

(Spikenard) vsJ ' -ap

Cebolla asada _ .

(Bakedsquills) Drimia maritima (L.) Stearn (Aspargaceae) XVI

lfoices el il Cuscuta epithymum L. (Convolvulaceae) XVI

(Dodderofthyme) PRy ’

Mirra Commiphora myrrha (Nees) Engl. (Burseraceae) VIII

(Myrrh) '

et Crocus sativus L. (Iridaceae) VIII

(Saffron) ’

Goma Amoniaco Dor ] D. Don.(Apiaceae) VIII

(Ammoniac perfume) orema ammoniacum D. (Ap

Euforbio . ., :

(Zn i) Euphorbia resinifera O. Berg. (Euphorbiaceae) VIII

Miel .

(Honey) No indica

Conclusiones generales

Del estudio se desprende que el siriaco fue el idioma
intermediario entre el griego y el arabe, o que las
traducciones del griego al siriaco existieron antes que
las traducciones del griego al arabe. Esta conclusion,
quedo6 demostrada en los resultados obtenidos, espe-
cialmente al analizar los términos arabes y siriacos
de los medicamentos simples®.

Los académicos en estudios siriacos, bizantinos
y arabes y los especialistas en Historia de la Cien-
cia, sostienen que la lengua siriaca de los cristianos

9. Se analizaron 120 medicamentos simples, que pueden
consultarse en el texto completo de la tesis.

10

orientales ha servido como intermediaria para tra-
ducir textos griegos que finalmente acabarian en
arabe y luego en latin. Esto se evidencia mediante
los paralelos literarios encontrados entre las recetas
siriacas y arabes®.

10. Este articulo valido para la Hiera de Galeno, puede
ser ejemplificador para los 16 medicamentos compuestos
analizados en el texto completo de la tesis. Si bien en este
caso pudo compararse solamente la receta siriaca con la
receta arabe de Ibn Sinay la griega de Paulus, hay otras
recetas que permitieron la comparacion con las de mas de
un autor arabe, griego o del Cercano Oriente antiguo.
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Tabla 3.- Andlisis siriaco-griego. Comparacion entre la receta siriaca y la griega de la Hiera de Galeno

Siriaco - Anénimo

Griego - Paulus Aegineta

Nombre propio

Composicion
cuali-
cuantitativa

Posologia
y via

de administracion

Farmacotecnia

Conservacion
Ref. cit.

Hiera de Galeno

Describe 30 simples'

2 dracmas en infusion de
apio, nardo, o pastinaca.
Via oral.

Vehiculo: miel

No describe operaciones
farmacotécnicas.

No indica

Hiera Lgwdy’

Hiera de Galeno

Describe 14 simples. Omite: pulpa de coloquintida,
agarico, hipérico, zamarrilla, bedelio, camapiteos,
aloe, canela, polipodio, pimienta negra, canela china,
férula opopanax, sagapeno, castoreo, aristoloquia
redonda, genciana, perejil. Adiciona: nardo. El resto
de los simples son iguales, aunque el orden es
diferente. Las cantidades también expresadas en

dracmas, no coinciden.

No indica

No indica

No indica
No indica

1. Incluye los tres tipos de pimientas y la miel.

Tabla 4.- Texto arabe. Fabricacion de la Hiera de Galeno, copia de Ibn Sarafiun

Nombre vulgar Nombre cientifico Transliteracion Nombre arabe Cantidad
Pulpa c}e . Citr ullus. colocynthis (L.) Schrad. $hm *Thnz] Jhaiall s 4 dracmas
coloquintida (Cucurbitaceac)
Camedrio T eucrium chamaedrys L. g sl 3 dr’acmas y 1
(Lamiaceae) dnq
Cebolla albarrana Drimia maritima (L.) Stearn. bsl *IPr méwy’ Uyla il Joms 3 dr:acmas y1
asada (Asparagaceae) dnq
L. Laricifomes officinalis Kotl. s o el 3 dracmas y 1
ALFI et Pouzar (Fomitopsidaceac) gryqwn i dng’
Escamonea Convolvulus scammonia L. Samwiny’ L ead 3 dracmas y 1
(Convolvulaceae) 4 y o dng’
s e Helleborus niger L. b s o 3 dr’acmas y 1
(Ranunculaceae) sl 51 A dnq
Lavandula stoechas L. s 3 dracmas y 1
Cantueso (Lamiaceac) stwhwdws Gisdsa s dng’
Goma amoniaco Dorema ammoniacum D.Don. 5 o 3 dracmas y 1
(Apiaceae) d o dng’
s Hypericum perforatum L. e 3 dracmas y 1
Hipérico (Hypericaceac) hywf’ ryqwn BECBEPL dng’
. Cuscuta epithymum (L.) L. R
Flores de tomillo (Csivalnibees) ftymwn gl 1,5 dracmas

11



Asade

Tabla 4.- (continta)

Nombre vulgar Nombre cientifico Transliteracion Nombre drabe Cantidad
Zamarrila Teucr'zum polium L. gedt CAYEN 1,5 dracmas
(Lamiaceae)
Bedelio Commiphora sp. (Burseraceac ) Mgl Ji 1,5 dracmas
. Ajuga chamaepitys (L.) Schreb. ,
Camapiteos (Lamiaceae) km’fytws sl 1,5 dracmas
Marrubio Marrybmm veigects L fr’sywn . . 1,5 dracmas
(Lamiaceae) Ol 4
Aloe vera (L.) Burm.f.
Aloe (Xanthorrhoeaceace) sbr = 1,5 dracmas
Cinnamomum cassia
Canela (L.) J.Presl slyht EEN 1,5 dracmas
(Lauraceae)?
. Polypodium vulgare L. .
Polipodio (Polypodiaceae) bsg’ng ST 1,5 dracmas
. Piper nigrum L.
Tres tipos de . S1i15es 15 0,5+1/3
B Plper longum L. 1t1°tt f1°£1 Ji 4 dracmas
(Piperaceae)
. Commiphora myrrha (Nees) 0.5+ 1/3
Mirra Engl. Mr BY)
dracmas
(Burseraceae)
Canela china Cinnamomum verum J.Presl &'r svn 0,5+1/3
(Lauraceae) Yy i dracmas
Opopanax chironium
- +
Opopanox W.D.J Koch G’wsyr . 0,5+1/3
(Apiaceae) RS dracmas
Ferula persica Willd.?
(Apiaceae) . ) 0.5+ 1/3
Sagapeno Narthex asafoetida Falc. Skbyng Ls dracmas
ex Lindl. H.Karst.? =
(Apiaceae)
Castoreum < . . 0,5+1/3
Castor (Castoridae) Gndbydstr S dracmas
.. Petroselinum crispum (Mill.) . el 1 0,5+ 1/3
Perejil Fuss. (Apiaceae)? 5 sl Ol b8 dracmas
. . Aristolochia rotunda L. S . 0,5+1/3
Aristolochia redonda (Aristolochiaceac) zr’wnd mdhrg ome 3555 dracmas
Genciana Gentiana lutea L. Sty n’ 0,5+1/3
(Gentianaceae) ey Llhaia dracmas
. Euphorbia resinifera O.Berg. , o bl 0,5+1/3
Euforbio (Euphorbiaceac) wirbywn OsRAS dracmas
Miel ‘sl Jue C.S.

Beber como la Hiera Lwg’dy’". Posee los mismos beneficios.
“Es el nombre arabe de la Hiera Logadios (Lgwdy’ en siriaco).

12
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Tabla 5.- Analisis siriaco-arabe. Comparacion entre la receta siriaca y la arabe de la Hiera de Galeno

Siriaco - Anonimo

Arabe - Ibn Sina

Nombre propio Hiera de Galeno

Analisis de términos
. . NA
arabes (simples)
Indicaciones clinicas
(paralelos literarios

entre siriaco y arabe)

Disuria y poliuria

Composicion

cuali-cuantitativa DS D RITIE

Posologia y via de

administracion nardo o pastinaca
Vehiculo: miel

Farmacotecnia No describe operaciones
farmacotécnicas.

Conservacion No indica

Referencias citadas Hiera Lgwdy’

2 dracmas en infusion de apio,

Hiera de Galeno segun copia de Ibn
Sarafiun

Abundan los préstamos del siriaco y las
traducciones idiomaticas.

Dice que posee los mismos beneficios que
la hiera Lwg’dy’.

Describe 30 simples'. Reemplaza azafran
por marrubio.

Beber como la Hiera Lwg’dy’ (es decir, 4
meticales en agua tibia y miel o en infusién
de flores de tomillo con pasas).

Vehiculo: miel.
No describe operaciones farmacotécnicas.

No indica
Hiera Lwg’dy’

1. Ibid.

El estudio de los medicamentos simples, tanto en
lengua siriaca como en arabe, ha sido desarrollado
por diversos autores y abordado de forma separada.
Sin embargo, consideramos que el estudio compara-
tivo entre los medicamentos compuestos en ambas
lenguas, es un trabajo de investigacion no realizado
hasta el momento de la publicacion de esta tesis y
que sera de utilidad a los especialistas en diversas
disciplinas.
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Morfoanatomia foliar para el reconocimiento de especies de Asteraceae
conocidas como “contrayerba” en la herboristeria argentina

Victoria A. Diaz Avalos'", Fernanda P. Ravachine?!, Hernan G. Bach! 2, Marcelo L. Wagner?,
Beatriz G. Varelat

tUniversidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento de Farmacologia, Catedra de Far-
macobotanica. Junin 956, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, RepUblica Argentina.

2Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Instituto de Recursos Bioldgicos. Buenos Aires, Republica
Argentina

"Autor a quien dirigir la correspondencia: victoriadiazavalo@yahoo.com.ar

Resumen

El complejo “contrayerbas” comprende especies pertenecientes a cuatro familias botanicas: Aristolochiaceae,
Asteraceae, Menispermaceaae y Moraceae. Dentro de la familia Asteraceae se conocen como “contrayerba’” unas
12 especies, utilizadas en medicina popular para tratar problemas digestivos, como diuréticos, antihnemorragicos
y cicatrizantes. En este trabajo, se estudiaron las hojas de tres entidades botanicas de “contrayerba”: Flaveria
bidentis, Trichocline reptans y Trixis divaricata subsp. discolor. Se analizaron también muestras comerciales
procedentes de farmacias y herboristerias. El objetivo fue establecer caracteres foliares microgréaficos para el
control de calidad botanico de las especies estudiadas. Se realizaron observaciones macroscopicas, técnicas de
disociacion leve y diafanizacion sobre las hojas, y observaciones microscépicas. Los elementos diagnosticos
fueron: tipo de pelos, tipo de estomas, presencia de estructura Kranz y de estructuras secretoras. S6lo una
de las muestras comerciales se identific6 como Trixis divaricata subsp. discolor, mientras las otras especies
estudiadas no se identificaron en las muestras de “contrayerba”. Se deduce que existe una falta de control y se
comercializan bajo el mismo nombre comun otras especies que no corresponden al contenido.

Foliar Morphoanatomy for the Recognition of Asteraceae Species Known as
“Contrayerba” in Argentine Herbalism

Summary

The complex “Contrayerbas” includes species belonging to four botanical families: Aristolochiaceae, Aster-
aceae, Menispermaceaae, and Moraceae. About 13 species within Asteraceae are known as “contrayerba”.
They are used in folk medicine to treat digestive problems, and as a diuretic, antihemorrhagic and cicatrizant
remedy. In this work, the leaves of three botanical entities of “contrayerba” were studied: Flaveria bidentis,
Trichocline reptans, and Trixis divaricata subsp. discolor. Commercial samples from pharmacies and herbal-
ist stores were also analyzed. The objective was to establish micrographic leaf characters for botanical quality
control of the species studied. Macroscopical observations, soft dissociation and diaphanization techniques on
the leaves, and microscopic observations were performed. The diagnostic elements were: type of hairs, type of

Palabras clave: anatomia foliar - Asteraceae - “contrayerba” - herboristeria.
Key words: foliar anatomy - Asteraceae - “contrayerba” - herbalism.
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stomata, presence of Kranz structure and secretory structures. Only one of the samples was identified as Trixis
divaricata subsp. discolor, while the other species studied were not identified in the “contrayerba” samples. It
follows that there is a lack of control, and other species not corresponding to the content are commercialized

under the same common name.

Introduccion

El complejo conocido como “Contrayerba” o “Con-
tra hierba” (Zardini, 1984a, 1984b; Cazes Camarero,
2000; Hurrell y col., 2011), comprende unas 16
especies pertenecientes principalmente a cuatro
familias botanicas: Aristolochiaceae, Asteraceae,
Menispermaceaae y Moraceae.

La familia Compositae (= Asteraceae), compren-
de méas de 1700 géneros y unas 24.000-30.000 espe-
cies distribuidas por todo el mundo, con excepcion
de la Antértida. Se reconocen por su inflorescencia,
el capitulo, donde las flores (isomorfas o heteromor-
fas) se disponen en forma sésil sobre un receptaculo
ensanchado (Cabrera, 1963; Katinas y col., 2007).

Asteraceae, de gran importancia medicinal, eco-
l6gica y econdmica, es la familia de Angiospermas
con mayor riqueza y diversidad bioldgica. Posee
especies productoras de sesquiterpenlactonas, acei-
tes esenciales, flavonoides, resinas y latex (Torres
y col., 2006; Del Vitto y Petenatti, 2009).

Esta gran familia se divide en subfamilias y estas
a su vez en tribus y sub-tribus. En la flora argentina
hay representantes de 13 tribus (Cabrera, 1963; Zar-
dini, 1984a; 1984b; Katinas y col., 2007). Dentro de
esta familia, son conocidas como “contrayerba” unas
13 especies, de las cuales se utiliza las partes areas:
hojas, tallos, inflorescencias, o la planta entera. En
medicina popular, se administran en uso externo en
forma de cataplasmas y bafios como antihemorragi-
COs Y cicatrizantes, o bien en uso interno en forma de
infusiones para tratar problemas digestivos y como
emenagogos, diuréticos, diaforéticos, vermifugos y
alexitéricos (Zardini, 1984a; 1984b; Del Vitto y col.,
1997; Marzocca, 1997; Pereira y col., 2005; Torres
y col., 2006; Hurrell y col., 2011).

En este trabajo se estudiaron tres entidades bota-
nicas de “contrayerba”: Flaveria bidentis (L.) Kun-
tze (tribu Helenieae), Trichocline reptans (Wedd.)
Rob. (tribu Mutisieae) y Trixis divaricata (Kunth)
Spreng. subsp. discolor (Don) Katinas (tribu Nas-
sauvieae) (The Plant List, 2013; Zuloaga 'y Morrone,
2009) . Se analizaron, ademas, seis muestras comer-

16

ciales de “contrayerba”. El objetivo fue establecer
los caracteres microgréficos diagndsticos para el
reconocimiento y el control de calidad botanico de
las especies estudiadas.

Materiales y Métodos
Materiales

a) Hojas de ejemplares secos de herbario de Flave-
ria bidentis, Trichocline reptans y Trixis divaricata
subsp. discolor; estos ejemplares se utilizaron como
material de referenciay estan depositados en el Mu-
seo de Farmacobotanica “Juan Anibal Dominguez”
(BAF), de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
(UBA). Sus datos se consighan a continuacion:
Flaveria bidentis: BAF 4295, C. Federal, V. Lu-
gano. Leg. J.R. Bezzato N°75, V-1992. Det. J.R.
Bezzato/93; BAF s/n, Prov. Buenos Aires, La Plata,
Arboreto Fac. Agronomia. Leg. J.L. Amorin N°
3049, 4-1V-1968; BAF s/n, San Isidro, Pcia. Bue-
nos Aires. Leg. J.L. Amorin N°118; 16-11-1966.
Trichocline reptans: BAF s/n, Cérdoba, N° 6122.
Fecha: 1899. Det. E.M. Zardini; BAF s/, Cérdoba,
Totoral. Leg. Dominguez N° 124. Det: E.M. Zardini;
BAF s/n, Trancas, Tucuman. Leg. F.M. Rodriguez,
20-X11-1913.

Trixis divaricata subsp discolor: BAF s/n, Paraguay,
San Bernardino. Leg. Osten N° 8788, 11-VI1-1916;
BAF s/n, Cordoba N° 9826, 20-1\V-1901; BAF s/n,
Rio 1° Cordoba, 15-111-1905.

b) Seis muestras comerciales de “contrayerba” pro-
cedentes de farmacias y herboristerias. Las muestras
se presentaban trozadas en grado diverso y se iden-
tificaron como M1, M2, M3, M4, M5 y M6.

Métodos

a.- Analisis de los rotulos de las muestras
comerciales.
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b.- Observacion con microscopio estereoescopico
Carl-Zeiss para evaluar los caracteres morfolégicos.
Las hojas secas fueron hidratadas con agua caliente
durante 5 minutos.

c.- Disociacion leve de las hojas de las muestras
de herbario y comerciales con solucion acuosa de
hidroxido de sodio al 5 %, a ebullicion 5-10 min
(D’Ambrogio, 1986; IRAM, 1998; Zarlavsky,
2014).

d.- Observacion de los disociados para evaluar los
caracteres anatémicos, con un microscopio éptico
Zeiss Axioskop2 y camara digital SONY Exawave
HAD.

e.- Diafanizacion foliar con hidrato de cloral y colo-
racion con safranina. Se realizd sobre hojas enteras
de los ejemplares de herbario segln técnica de Dizeo
de Strittmatter (1973).

Resultados y Discusion
Observacion macroscopica

Las muestras comerciales consistian en una mezcla
de hojas, tallos y a veces partes florales. El analisis
de los rétulos permitié detectar irregularidades tales
como: sélo nombre comdn (M1, M2, M3, M6), uso
indistinto de nombre comun y de nombre cientifico
(M4, M5), en algunas muestras no se indica la parte
del vegetal incluida (M1, M3, M4, M6). Solo la M4
figura autorizada como medicamento herbario.

Las hojas de las muestras observadas bajo lupa
presentaban una pubescencia densa. Los caracteres
morfologicos relevantes para las especies fueron:
el borde foliar, la pubescencia/glabrescencia, la
consistencia de la hoja y el tipo de nerviacion.

Observacion microscopica

Con latécnica de disociacion leve se observé la ma-
yoria de los elementos que caracterizan a las especies
en el material de referenciay se contrastaron con las
muestras comerciales. Los caracteres anatomicos
relevantes fueron: tipo y localizacion de estomas,
caracteristicas epidérmicas, tipo de tricomas y den-
sidad de los pelos, presencia de estructura Kranz.
Las figuras 1-3 corresponden a los disociados leves
de las especies de referencia.

Con la diafanizacion foliar se establecio el patron
de venacion de las tres especies segun terminologia

propuesta por Hickey (1974). Se confirmd, ademas,
la anatomia Kranz en F. bidentis, en concordancia
con lo propuesto por Petenatti y Del Vitto (2000).

Figura 1.- Flaveria bidentis. Disociado

A: epidermis con estomas anomaciticos; B: epidermis pa-
pilosa; C: estructura Kranz; D: pelo tector pluricelular; E:
pelo glandular pluricelular no capitado; F: pelo glandular
de pie y cabeza 1-celular. A, C-F: 400x; B: 200x.

Figura 2.- Trichocline reptans. Disociado

A: epidermis abaxial; B: epidermis adaxial; C: pelos
flexuosos; D: pelo tector 1-celular; E: pelos glandulares.
A, B, D: 400x; C, D: 200x.
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Figura 3.- Trixis divaricata subsp. discolor. Disociado Figura 5.- Trichocline reptans. Diafanizado

A: epidermis adaxial; B: epidermis abaxial; C: pelos
tectores pluricelulares 100; D: pelos flexuosos; E: pelo
tector em bisel; F: base de pelo en bisel; G: pelo glandular
pluricelular. A-B, E-G: 400x; C, D: 100x; E-G: 100x.

A venacion; B: nervadura central; C: detalle de aréolas.

. . . B: 50x; C: 100x.
Las figuras 4-6 corresponden a las hojas diafanizadas

de las especies estudiadas.
Figura 6.- T. divaricata subsp. discolor. Diafanizado

Figura 4.- Flaveria bidentis. Diafanizado

A: venacion; B: detalle diente marginal; C: vaina paren- A: venacion; B: aréolas; C: detalle diente marginal. B-C:
quimatica (flecha). B-C: 400x 100x.
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Cuadro 1.- Caracteres morfo-anatomicos diagnosticos para las especies estudiadas

Flaveria bidentis
(L.) Kuntze

Trichocline reptans
(Wedd.) Rob.

Trixis divaricata
(Kunth) Spreng. subsp discolor

Hoja lanceolada, venacion 1¢

a . 14
palmada, y 2% semi-craspedodro-
ma ojalada; borde suavemente
aserrado.

Epidermis adaxial papilosa con
cuticula gruesa. Estomas
anomociticos en ambas
epidermis.

Pelo tector largo, pluricelular.
Pelo glandular no capitado,
pluricelular. Pelo glandular, con
pie y cabeza unicelular.

Estructura Kranz, con vaina
rodeando al tejido vascular.

Hoja irregular sinuosa, venacion
1? pinnada, y 2* broquid6édroma;
borde entero.

Epidermis abaxial con estomas
anomociticos. Epidermis adaxial
con escasos estomas.

Pelo tector simple, 1-celular.
Pelo tector largo, flexuoso.
Pelo glandular con cabeza 1-
celular, en depresiones.

Densa pubescencia en la cara
inferior.

Hoja oblanceolada, venacion 1?
pinnada, y 2* semicraspe-
dédroma ojalada; borde algo
aserrado.

Epidermis adaxial y abaxial con
estomas anomociticos hundidos.

Pelos tectores flexuosos. Pelo
tector, com pie 2-3-celular, y con
base en bisel.

Pelo glandular largo, 5-7 células.

Nervadura central con cerdas en
cara abaxial.

En el cuadro 1 se establece un analisis compa-
rativo de las tres especies con los caracteres morfo-
anatomicos diagnosticos.

Por comparacién de los disociados de las hojas
de referencia y de las muestras comerciales, se
identificaron las especies y se hallaron algunas
sustituciones de estas especies. En ninguna de las
muestras comerciales se identifico Flaveria bidentis
ni Trichocline reptans. S6lo en una de las muestras
(M4) se identifico Trixis divaricata subsp. discolor.
Se deduce que el resto de las muestras contiene
especies distintas a las aqui analizadas.

Conclusiones

Las técnicas aplicadas permitieron evaluar esos ca-
racteres y detectar en las muestras adulteraciones o
sustituciones. La disociacion leve es una técnica sen-
cilla que permite observar gran cantidad de elemen-
tos, alin en muestras trozadas o muy trituradas.

La falta de control boté&nico o el control deficiente
incide negativamente en la calidad de las hierbas
medicinales y de los medicamentos herbarios. Se
sugiere completar este estudio con cortes histologi-
cos que aporten mas informacion para los controles
de calidad de muestras comerciales.
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Resumen

Ipomoea purpurea (L.) Roth (Convolvulaceae) es una especie que se desarrolla en las zonas tropicales de
ambos hemisferios. Por el atractivo de sus flores pertenece al grupo conocido como “Common morning
glory”, especies empleadas por diversos grupos nativos en rituales magico - religiosos y popularmente
como alucin6geno, analgésico, antiinflamatorio y purgante, entre otros. Dada la gran similitud de I. pur-
purea con otras especies del mismo género (caracteristicas ecoldgica, morfoldgicas y fitoquimicas), se
plantean actualmente discusiones de identificacién incluso a nivel taxondmico. El objetivo de este estudio
es determinar las principales caracteristicas diagnoésticas para la identificacion de |I. purpurea y registrar
sus atributos morfoanatémicos generales. Se trabajé con material fresco proveniente de INTA Castelar y
ejemplares de herbario. Se analizaron las hojas, tallos, raices, flores y semillas. Se realizaron disociados
leves, fuertes, raspados, reduccién a polvo, cortes transversales, improntas de epidermis y peeling. Se
realizaron reacciones histoquimicas para almidén, lipidos y antocianos. EI material se observo mediante
microscopia de luz clara, contraste de fase (DIC) y luz polarizada y se realizé microscopia cuantitativa.
Entre los caracteres principales pueden mencionarse: en las hojas, epidermis con estomas paraciticos y
anomociticos, tricomas tectores unicelulares de tres tamafios diferentes, tricomas glandulares pluricelu-
lares, drusas. En los tallos se observaron los mismos tricomas que en las hojas y tubos laticiferos. En la
raiz, laticiferos, almidén y drusas. En la flor, tricomas tectores similares a los de las hojas pero con base
ensanchada y tricomas glandulares, drusas, antocianinas y granos de polen equinados-pantoporados. En
las semillas, esclereidas, lipidos, granos de almidon de diferente tamafio y de formas esférica y ovoidal,
ambos con hendidura presente, drusas y cavidades, aparentemente, de tipo esquizégeno. Los tres tamafios
diferentes de tricomas tectores, los tricomas glandulares y las cavidades presentes en la semilla constitu-
yen la primera observacidn para esta especie. Este estudio proporciona datos relevantes para |. purpurea
y provee elementos de diagndstico para ser empleados en la diferenciacion respecto de otras especies
taxondmicamente afines.

Palabras clave: “common morning glory” - Ipomoea purpurea - tricomas.
Key words: “common morning glory” - Ipomoea purpurea - trichomes.
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Pharmacobotanical study of Ipomoea purpurea (L.) Roth (Convolvulaceae)

Summary

Ipomoea purpurea (L.) Roth (Convolvulaceae) is a species that develops in the tropical regions of both hemi-
spheres. Is belong to the group known as “Common morning glory” on account of the beauty of its flowers,
species used by various native groups in magic - religious rituals and popularly as hallucinogenic, analgesic,
anti - inflammatory and laxative, among others.The great similarity of I. purpurea with other species of the
same genus (such as ecological, morphological and phytochemical characteristics), leads to discussions of
identification, even at a taxonomic level. The aim of this study was to determine the main diagnostic charac-
teristics for the identification of I. purpurea and to record its general morphoanatomical attributes. We work
with fresh INTA Castelar material and herbarium samples. The leaves, stems, roots, flowers and seeds were
analyzed by soft, strong, scraped dissociations, reduction to dust, cross sections, traces of the epidermis and
desquamation. Histochemical reactions were performed for starch, lipids and anthocyanins. Qualitative and
quantitative microscopy was performed on fresh and dry material by bright-field microscopy, phase contrast
(DIC) and polarized light. Among the main characters may be mentioned: in the leaves, epidermis with paracytic
and anomocitic stomata, unicellular tissue trichomes of three different sizes, pluricellular glandular trichomes,
clusters of calcium oxalate. In the stems were observed laticiferous tubes and the same trichomes as in the
leaves. In the root, laticiferous, starch and clusters of calcium oxalate. In the flower, trichomes tectores similar
to those of the leaves but with widened base and glandular trichomes, clusters of calcium oxalate, anthocyanins
and equine-pantoporated pollen grains. In the seeds, sclereids, lipids, starch grains of different size and spherical
and ovoidal shapes, both with a cleft present, clusters of calcium oxalate and cavities, apparently of the schizo-
genic type. The three different sizes of trichomes, the glandular trichomes and the cavities present in the seed
constitute the first observation for this species. This study provides relevant data for I. purpurea and provides
diagnostic elements to be used in the differentiation with respect to other species taxonomically related.

Introduccion

Ipomoea purpurea (L.) Roth (Convolvulaceae) es
una especie que se desarrolla en las zonas tropica-
les de ambos hemisferios y crece espontdneamente
en Argentina (Power y Rogerson, 1908; Zuloaga,
2008). Por el atractivo de sus flores pertenece al
grupo conocido como “Common morning glory”
gue involucra mas de 20 especies. Historicamente,
estas especies, fueron empleadas por diversos grupos
nativos sin una clara diferenciacion interespecifica,
en rituales magico-religiosos (Schultes y Hofmann,
2000) por presentar alcaloides con actividad aluci-
nogena (Arias-Ortiz y col., 2011).

Ademas, I. purpurea es usada tradicionalmente
como laxante y en el tratamiento de infecciones
de sifilis (Bhatt y col., 2013), las semillas con-
tienen alcaloides indélicos derivados del LSD
con actividad analgésica como la ergotamina
(Steiner y Leistner, 2012) y alcaloides tropanicos
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con actividad anticolinérgica (Ott y col., 2013).
A pesar de estos antecedentes, |. purpurea no se
encuentra incluida en ninguna farmacopea debido
a la falta de estudios bioldgicos y a la compleji-
dad en la diferenciacion interespecificas a nivel
morfoanatomico.

El objetivo de este estudio es determinar las
principales caracteristicas diagndsticas para la iden-
tificacion de I. purpurea y registrar sus atributos
morfoanatomicos generales.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se trabajo con material fresco proveniente de Insti-
tuto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
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Castelar del Partido Hurlingham, Provincia de
Buenos Aires.

Se analizaron las hojas, tallos, raices, flores y
semillas. Las plantas (Figura 1) fueron determinadas
como Ipomoea purpurea (L.) Roth en base a las
claves analiticas y descripciones de O’Donell (1959)
y Chiarini y Espinar (2006) y fueron cotejadas con
ejemplares conservados en las colecciones del her-
bario BAB.

Figura 1.- Aspecto general de Ipomoea purpurea (L.)
Roth. -Convolvulaceae-

A: plantas en estado vegetativo; B: plantas en floracion;
C: flor.

Métodos

Se realizaron disociados leves (NaOH 5 %), diso-
ciados fuertes (KHO 10 %, H,CrO, 25 %), raspados
de semillas, cortes transversales de tallo y semilla,
improntas de epidermis (Barrientos-Priego y col.,
2003) y peeling de hojas para el calculo del indice
estomatico, considerando 4 posiciones diferentes en
hojas de 8 cm de longitud (Figura 2). Se realizaron
reacciones histoquimicas para almidén (Lugol),
lipidos (Sudan 111) y antocianos (reaccion de pH
mediante exposicion a vapores de HCl 'y NH,)
(Johansen, 1940; D’ Ambrogio, 1986; Gattuso y
Gattuso, 1999; Zarlavsky, 2014).

Figura 2.- Detalle de la posicién de las improntas de la
epidermis de la hoja de I. purpurea

El trabajo de microscopia, descriptiva y cuanti-
tativa, se realiz6 con un equipo Carl Zeiss Axioscop
2 Plus utilizando las técnias de luz clara, contraste
de fase (DIC) y luz polarizada. Las fotografias fue-
ron tomadas con una camara digital Moticam X?
WIFI.

Resultados y Discusion
Hojas

En las hojas, la técnica de impronta permitié ob-
servar una cuticula ornamentada con estriado de
disposicion irregular con respecto a los estomas, a
veces formando alas sobre las células subsidiarias y
radiado con respecto a los tricomas (Figura 3). Las
células epidérmicas se encuentran formando una do-
ble corona alrededor de los tricomas tectores (Figura
4). Se observo la presencia de estomas paraciticos
y anomociticos, tanto en la epidermis abaxial como
en laadaxial, que coinciden con la morfologia tipica
de la familia Convolvulaceae (Chiarini y Espinar,
2006). En los calculos del indice estomatico en la
epidermis adaxial los valores fueron de 21 a 36 y
en la epidermis abaxial con valores comprendidos
entre 52 a 115.

Por otro lado, se observé la presencia de cris-
tales de oxalato de calcio, bajo la forma de drusas
(Figura 5).
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Figura 3.- Impronta de la epidermis de la hoja de I. Figura4.- Doble corona de células epidérmicas alrededor
purpurea del tricoma tector de 1. purpurea
A=250X.

Figura 5.- Drusa en la hoja de I. purpurea

A =400 X; luz polarizada.

El andlisis de los disociados también permitio

observar tricomas tectores unicelulares (Figura 6)

de tres tamafios, del orden de los 170 um los mas

cortos, 300 um los intermedios y > 600 pm los mas

largos; tricomas glandulares con pie corto unicelu-

lar y cabeza tetracelular (ca. © = 35 pm). Hasta el

A: estriado de disposicion irregular (A = 400 X): B: es- momento, esta variedad de apéndices epidérmicos

triado de disposicion radiada (A = 250 X); C: estriado no fue reportada en ninguna otra especie del grupo

de disposicion radiada y tricoma glandular con cabeza CO”OCidO' como “Commorl morr_ling 9|C_>W": por lo
tetracelular (A = 400 X). que podria resultar de caracter diferencial.
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Figura 6.- Tricomas tectores en las hojas de I. purpurea

A: tres tamanos diferentes (A = 200 X); B: pelo tector
mediano (A =200 X); C: pelos tectores chico y grande
(A =200 X).

Tallos

En los tallos se observo la misma variedad de tri-
comas gue en las hojas, donde los pelos tectores se
ubican sobre un cojinete de células epidérmicas.
Otra caracteristica observada es la presencia de
tubos laticiferos. En los fragmentos de tallo que
estuvieron expuestos a la luz solar se observa una
capa de células subepidérmicas con la presencia de
antocianos (Figura 7).

Figura 7.- Corte transversal del tallo de I. purpurea

Tricoma glandular y capa de células subepidérmicas con
la presencia de antocianos. (A =400 X).

Raiz

En laraiz se detecto la presencia de almidén (Figura
8), drusas, antocianinas en las porciones proximas
al tallo y tubos laticiferos. Se observé la presencia
de cavidades esquizdgenas (Figura 9).

Figura 8.- Granos de almiddn de la raiz de I. purpurea

A: Granos de almidén (A=400 X, campo claro); B: granos
de almidén (A =400 X, luz polarizada).
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Figura 9.- Cavidades esquizogenas en la raiz de
I. purpurea

A =200 X.

Un carécter de relevancia taxonémica y fitoqui-
mica en el género Ipomoea es la presencia de latex.
De las especies del grupo mas emparentadas con I.
pupurea, ésta es la Gnica que posee esta sustancia
segun las descripciones botanicas actuales (Chiari-
nini y Espinar, 2006). En los cortes histoldgicos se
confirmd la presencia de tubos laticiferos en tallo y
raiz (Figura 10) (Cortella, 1989).

Figura 10.- Laticiferos en raiz de I. purpurea

A =400 X.

Flor

En la flor se observo que la corola presenta tricomas
glandulares. Se determin0, ademas, la presencia de
drusas. Los pigmentos encontrados fueron identifi-
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cados como antocianinas responsables del color pur-
pura (Narbonay col., 2014). En los sépalos internos
se observaron pelos simples de distintos tamafios,
pelos glandulares, frecuentemente deformes (Figura
11) y la presencia de drusas. En los sépalos externos
se evidencid la presencia de pelos tectores con igual
variedad de tamafios que en los sépalos internos pero
con base de células epidérmicas muy prominente
(Figura 12). En la base de los estambres se observé
una corona de tricomas multiseriados (Figura 13).
Los granos de polen, de tipo equinados-pantopora-
dos (Figura 14), son coincidentes con los estudios
palinoldgicos realizados sobre otras especies de
Convolvuléceas (Vasconcelos y col., 2015). Estas
estructuras celulares presentes en los verticilos ex-
ternos del sistema reproductivo resultan de utilidad
para definir una descripcién mas detallada de la
morfologia floral de la especie.

Figura 11.- Tricomas glandulares en los sépalos internos
de I. purpurea

A: normal, B: deforme. (A =400 X).
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Figura 12.- Sépalos externos de I. purpurea Figura 14.- Granos de polen de I. purpurea

A=1000 X.

Semilla

En la semilla se determind la presencia de esclereidas
columnares (Figura 15), drusas (Figura 16), lipidos,
granos de almidén de diferente tamafio (desde 1 pm
a 14 pym) y formas: esféricas y ovoidales, ambos
con hendidura presente (Figura 17). En el tejido
embrionario se observaron cavidades, aparentemente
de tipo esquizdgenas (Figura 18) que coincide con
lo descripto por Cortella (1989).

A: tricomas tectores sobre cojinete de células epidérmicas
(A =50 X); B: detalle de la base del tricoma (A =200 X).

Figura 13.- Apéndice o tricoma multiseriado de la base Figura 15.- Esclereidas columnares en la semilla de
de los estambres de I. purpurea I. purpurea

A =200 X. A =400 X.
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Figura 16.- Drusa en la semilla de 1. purpurea

A =400 X; DIC.

Figura 17.- Almidon en la semilla de I. purpurea

A =100 X; Lugol positivo.

Figura 18.- Cavidades en tejido embrionario en la semilla
de I. purpurea

A =200 X.
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La cubierta seminal, de importancia taxonémica
y fisioldgica, es extremadamente diferente entre las
especies, variando tanto el nimero y el grosor de los
tegumentos como los patrones de vascularizacion y
disposicidon de las células que lo componen. Estas
variaciones le confieren caracteristicas de mayor o
menor dureza que afectan de manera mecanica al
rompimiento de la testa. El tegumento externo de
las semillas de I. purpurea ha sido definido como
un espermodermo rugulado (Sahanmukha y Leela,
1993), lo que le conferiria un aspecto arrugado.
Sin embargo, su aspecto es aterciopelado, por estar
provisto de células de diferentes tamafios, de forma
irregular y prolongadas hacia el exterior del tejido
segun lo observado en los cortes histologicos reali-
zados. La interpretacion de los autores del presente
estudio se basa en la morfoanatomia vegetal des-
criptiva (Lindley, 1951; Pio Font Quer, 1953; 2009)
de uso convencional e histéricamente vigente. Se
propone considerar un cambio en la terminologia
descriptiva donde el espermodermo de esta especie
seria de tipo papiloso (Figura 19).

Figura 19.- Cubierta seminal papilosa en la semilla de
I. purpurea

A =200 X.

Conclusiones

Del analisis de la bibliografia disponible, surge
que los resultados de este estudio constituyen la
primera descripcion morfoanatdmica de Ipomoea
purpurea que incluye a todos los 6rganos vegetales.
La presencia de cavidades esquizdgenas en la raiz,
los tres tamafos diferentes de tricomas tectores y
los tricomas glandulares, constituyen observaciones
novedosas para esta especie.
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Los resultados obtenidos sugieren que las es-
tructuras anatomicas observadas podrian emplearse
como elemento de diagnostico en la diferenciacién
de esta especie respecto de otras taxonémicamente
afines.
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Resumen

Baccharis L. es un género de distribucion exclusivamente americana, el mas rico en especies dentro de la
tribu Astereae de la familia Compositae (Asteraceae). Apenas la mitad de sus especies ha sido estudiada
quimicamente. En la Argentina se encuentran 96 especies agrupadas en 15 secciones. Baccharis punctulata
DC, es una especie nativa, comin en la provincia de Buenos Aires y Gnicamente se encuentra descripta
en forma parcial la composicion del aceite esencial de sus hojas. El objetivo del trabajo fue investigar los
metabolitos secundarios en hojas y flores masculinas y femeninas de B. punctulata (dioica). Los materiales
vegetales fueron recolectados en los alrededores de Lujan (provincia de Buenos Aires). Como métodos de
aislamiento se utilizaron las técnicas clasicas de extraccion, fraccionamiento y cromatografia en silicagel
y Sephadex LH-20. Los aceites esenciales se obtuvieron por arrastre con vapor y fueron analizados por
CG-MS. Los compuestos aislados se identificaron por espectroscopia UV, IR, H- y BC-RMN vy experi-
mentos de correlacion 2D. El screening inicial mostrd la presencia de terpenos y polifenoles y la ausencia
de alcaloides pirrolizidinicos. El estudio fitoquimico de los capitulos masculinos de B. punctulata condu-
jo a la identificacion de algunos de los principales polifenoles en su extracto etanélico: los acidos 3,4- y
4,5-dicafeoilquinicos y el 3-O-a-L-arabinopirandsido de quercetina (guaijaverina) entre otros glicésidos
de quercetina, que se informa por primera vez en el género Baccharis. Se demostro la actividad antiplaca
dental de guaijaverina, aislada del “guayabo” (Psidium guajava L. - Myrtaceae -). Teniendo en cuenta es-
tos antecedentes se estudi6 la composicion de los aceites esenciales de B. punctulata y junto con los otros
metabolitos se analiz6 la actividad antiplaca dental. Se compard, ademas, la composicion de las flores y de
las hojas, en el momento de la floracidn y en el estado vegetativo, detectandose un interesante compuesto
y una notable variacion estacional.

Chemical Study of Baccharis punctulata

Summary

Baccharis L. is the most species-rich genre inside the tribe Compositae (Astereae) of the family Asteraceae,
but scarcely the half of its species has been chemically studied. They are found exclusively in America. In
Argentina, 96 species grouped in 15 sections can be found. Baccharis punctulata DC is a native, common
species in the province of Buenos Aires but only the composition of the essential oil of the leaves has been
partially reported. The aim of this work was to investigate the secondary metabolites in leaves and male and

Palabras clave: Baccharis punctulata - guaijaverina - agente antiplaca dental - sesquiterpenos volatiles.
Key words: Baccharis punctulata - guaijaverin- antiplaque agent - volatile sesquiterpenes.
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females flowers of the dioecius species B. punctulata . Plant materials were collected in Lujan’s surroundings
(Buenos Aires) and classified. Classic methodology of extraction, fractioning and isolation by chromatog-
raphy in silicagel and Sephadex LH-20 were used. The essential oils were obtained by steam distillation
and analyzed by CG-MS. The isolated compounds were analyzed by UV, IR, 1H - and 13C-NMR and of
2D correlation experiments. The initial screening showed the presence of terpenes and polyphenols and the
absence of pirrolizidinic alkaloids. Phytochemical study of the male flowers of B. punctulata allowed the
identification of some of the main polyphenols of the ethanolic extract: 3,4-and 4,5-dicaffeoylquinic acids
and quercetin 3-O-a-L-arabinopiranoside (guaijaverin) among other quercetin glycosides, and it is reported
for the first time in Baccharis. Guaijaverin was isolated previously of the guava tree (Psidium guajava
L. - Myrtaceae -) and has demonstrated high potential as antiplaque agent. Given these precedents and a
possible synergistic action of metabolites in the antiplaque activity, the study of B. punctulata went also to
the essential oils. Essential oil composition of flowers and leaves in flowering and vegetative stages was

compared. An interesting compound and a notable seasonal variation were detected.

Introduccion

El género Baccharis L. es el mas rico en especies
dentro de la tribu Astereae de la familia Compositae
(Asteraceae) estimandose en 400 a 500 especies, de
las cuales sdlo aproximadamente la mitad ha sido
estudiada quimicamente. Su distribucién geografica
es exclusivamente americana. En la Argentina se
encuentran 96 especies agrupadas en 15 secciones
(Giuliano, 2001). Muchos mono-, sesqui- y diterpe-
nos han sido descriptos en el género (Zdero y col.,
1986; Jakupovic y col., 1990).

Baccharis punctulata DC es una especie nati-
va, dentro del grupo de plantas que se denominan
vulgarmente “chilcas”, comdn en la provincia de
Buenos Aires. Sin embargo, de B. punctulata se ha
reportado, en forma parcial, Gnicamente la compo-
sicion del aceite esencial de sus hojas (Schossler y
col., 2009).

En la actualidad se buscan metabolitos secunda-
rios de las plantas que puedan ser alternativas natu-
rales para los antibidticos y antifungicos sintéticos,
alos que los microorganismos van desarrollando re-
sistencia. Este tipo de actividades se han encontrado
en algunas especies del género Baccharis (Rahalison
y col., 1995; Johann y col., 2012; Valarezo y col.,
2013; Pereira y col., 2016)

Dado que B. punctulata es una especie ain no
investigada, el objetivo de este trabajo es revisar
sus principales familias de metabolitos secundarios,
aislar e identificar compuestos, tanto en los extractos
como en su aceite esencial y entonces evaluar sus
posibles actividades.
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Material vegetal

Los ejemplares vegetales fueron recolectados en
los alrededores de Lujan (provincia de Buenos Ai-
res) y clasificados por el Daniel Giuliano (UNLP),
comenzandose con el estudio de hojas y flores de
plantas masculinas de B. punctulata. La recoleccion
de las flores tuvo lugar en otofio y la de las hojas en
primavera y otofio.

Parte experimental

Investigacion fitoquimica de las principales fa-
milias de compuestos

La presencia de alcaloides se investigé realizando
un extracto metandlico de 2 g de flores masculinas,
que se concentrd, se llevé a pH = 1y se extrajo con
CI,CH,. Lasolucion acuosa acida se dividio en dos
partes. A una de ella se la tratd con Zn en polvo
(4horas, con agitacion a temperatura ambiente) y se
filtrd. Luego, las dos soluciones acuosas se llevaron
apH = 11y se extrajeron con CI,CH,. Los extrac-
tos cloroférmicos concentrados se analizaron por
cromatografia en capa delgada (CCD) en silicagel,
revelando con el reactivo de Draggendorf.

La presencia de polifenoles y terpenos se in-
vestigo en un extracto metandlico de 2 g de flores
masculinas, concentrado y diluido con agua, al
que se le realizaron extracciones sucesivas con
Cl,CH,, acetato de etilo y n-butanol. La presencia
de esos compuestos se verifico por CCD, con dis-
tintas fases moviles, de acuerdo con las distintas
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polaridades, se revel6 con el reactivo FeCl, para
polifenoles y anisaldehido/ H,SO,, para detectar
terpenos.

Obtencidn de los aceites esenciales de hojas

Los aceites esenciales se obtuvieron por hidro-
destilacidn, analizados por GC (Shimadzu Gas
Chromatograph 2010, columna Equity-5, detector
de ionizacion de llama, con temperatura programa-
da) y por CG-MS (Shimadzu QP-2010 Plus, Gas
Chromatograph, columna Equity-5), identificando
los compuestos seguin sus espectros de masas y sus
indices de retencion (IR) (Babushok y col., 2011)
respecto a la serie de hidrocarburos normales. La
composicion porcentual de los aceites se obtuvo por
el método de normalizacion de las areas de los picos
de GC, sin usar factores de correccion.

Identificacion de compuestos no volatiles

Se utilizaron técnicas usuales de extraccion sobre
flores masculinas y hojas frescas (etanol a tem-
peratura ambiente, fraccionamiento posterior por
particion agua/Cl,CH,) y cromatografias en silicagel
y Sephadex LH-20. Los polifenoles se identificaron
por espectroscopia UV, Hy ,C-RMN de 600 MHz
y experimentos de correlacion 2D (realizado por
Lucas Fabian del Servicio de Resonancia Magné-
tica Nuclear, IQUIMEFA. Universidad de Buenos
Aires - CONICET.). Las fracciones se analizaron
por HPLC-DAD en un HPLC Waters Alliance 2695
(Waters Corp. MA, USA), equipado con un detector
de arreglo de diodos PDA 2996, en columna Phe-
nomenex Luna C 18 5um de 250 mm, con una fase
movil con gradiente de concentracion entre A: H,PO,
0,25%y B: CH,CN (Zhuy col., 2013).

Resultados

Los ensayos para alcaloides pirrolizidinicos y sus N-
oxidos en las flores masculinas resultaron negativos.
Los ensayos para terpenos y polifenoles resultaron
positivos.

La investigacion comenzé con los polifenoles
presentes en la porcion acuosa de los extractos
metandlicos obtenidos de las flores masculinas.
Una de las fracciones cromatograficas purificadas
resulté ser una mezcla 3:2 de acidos 3,5- y 4,5-di-

cafeoilquinicos segun sefiales de RMN de 600 MHz
y comparacion con bibliografia (Pauli y col., 1998;
Wan y col., 2017), observando el desplazamiento
a campos mas bajos que presenta el proton de la
posicion esterificada del acido quinico, debido a la
acilacion. Varias sefiales aparecieron parcialmente
superpuestas en las mismas regiones, pero el hecho
de presentarse ambos compuestos en una mezcla
aproximadamente 3:2 favorecié la identificacion de
las sefales.

En otra fraccion se identificd quercetina 3-O-a.-
arabinopiranésido (guaijaverina) segln sus espec-
tros H-y ,,C-RMN de 600 MHz. Las constantes
de acoplamiento observadas, los experimentos de
correlaciéon 2D y la comparacion con los datos bi-
bliograficos de otros glicésidos con pentosas, tanto
en forma pirandsica como furanésica, indicaron la
unidad arabinopiranosica. Otras fracciones, que aun
no lograron purificarse, se investigaron por HPLC-
DAD. En ellas se observa que entre los polifenoles
de B. punctulata también se encuentra acido cloro-
génico (acido 3-O-cafeoilquinico, comparado con
estandar) junto a otros picos de igual espectro UV
que podrian asignarse inicialmente a otros acidos
monocafeoilquinicos, todos a pequefios tiempos de
retencion en el sistema cromatografico. A tiempos
de retencidn grandes, ademas de los 3,5- y 4,5- di-
sustituidos identificados, se detectan otros acidos
dicafeoilquinicos, reconocidos tentativamente por
su espectro UV. Continda también en estudio la
identificacion de otros 3-O-glicdsidos de quercetina
presentes en el cromatograma a tiempos de reten-
cion intermedios, detectados por su espectro UV
caracteristico.

Quercetina-3-O-arabinopiranosido (1). UV: 258
nm, 296 nm (sh), 350 nm. H-RMN, 600 MHz (ace-
tona-d,): 7,88 (d, J:2Hz, 1H, H-2"); 7,69 (dd, J: 7y
2Hz, 1H, H-6); 6,97 (d, J:2Hz, 1H, H-6); 6,89 (d,
J:2Hz, 1H, H-8); 6,53 (d, J:7Hz, 1H, H-5"); 5,29 (d,
J:6Hz, 1H, H-1"); 3,96 (dd, J=6 y 5,8 Hz, H-2"); 3,86
(m,J=3,5,3y2Hz, H-4"); 3,81 (dd, J=3,5y 12 Hz,
H-5"¢); 3,74 (dd, J=3y 5,8 Hz, H-3"); 3, 46 (dd, J=
2y 12 Hz, H-5"a). Asignaciones corroboradas por
experimentos NOESY y HMBC .

Acido 3,5-dicafeoilquinico (2): UV: 245 nm, 298nm
(sh), 327 nm, H-RMN, 600 MHz (acetona-d,): 2,14-
2,35 (m, 2H, H-2 ax y H-2ec), 5,13 (da, 1H, H-3),
4,01 (d,1H, H-4), 5,43 (ddd, 1H, H-5), 2,14-2,35
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(m, 2H, H-6 ax y H-6 ec), 7,18 (2 sa, 2H- H 2’ y 2™),
6,8 (2dJ=8Hz,2H,H5’y5"), 7,02 (2d J=8Hz, 2H,
H6’y6"”),7,62/7,58(2d, J=16 Hz, 2H, H-7"y 77),
6,34/6,27 (2 d, J=16 Hz, 2H, H-8’y 8”)

Acido 4,5-dicafeoilquinico (3): UV: 245 nm, 298nm
(sh), 327 nm, H-RMN, 600 MHz (acetona-d): 2,16-
2,32 (m, 2H, H-2 ax y H-2ec), 4,44 (da, 1H, H-3),
5,18 (d,1H, H-4),5,72 (ddd, 1H, H-5), 2,14-2,35 (m,
2H, H-6 ax y H-6 ec), 7,12 (2 sa, 2H- H 2’y 27),
6,8 (2d J=8Hz,2H,H 5’y 5”), 7,0 (2 d J=8Hz, 2H,
H 6’y 6™),7,57/7,52 (2 d, J=16 Hz, 2H, H-7"y 7™),
6,28/6,21 (2 d, J=16 Hz, 2H, H-8" y 8”)

Se comparé la composicion del aceite esencial
obtenido de las hojas de B. punctulata y B. dracun-
culifolia cosechadas en marzo de 2017 cuando las
plantas estaban en flor y la de hojas de B. punctulata
cosechadas en septiembre de 2017 (sin floracion).
Los resultados aparecen en la tabla 1. Los compuestos
presentes en el aceite esencial de los materiales co-
sechados en otofio corresponden aproximadamente a
los compuestos publicados por otros autores (Schos-
sler y col., 2009). Pero la composicion del aceite
esencial de las hojas de B. punctulata cosechadas en
septiembre presentd una composicion diferente. Esta,
en comparacion, no presenta practicamente monoter-
penos y tiene un 45 % de un compuesto no identifi-
cado (M* 216 (63,5%) y m/e 201(PB); IR 1562 cm
‘1), posiblemente un sesquiterpeno monooxigenado
(C4H,,0), muy poco polar con sefial en IR para un
grupo furano, este compuesto se encuentra en estudio.
En hojas de la misma planta en época de floracion
(otofio), el 24 % de los componentes son monoter-
penos, un 46 % aldehidos y cetonas bencénicas y un
28 % corresponde a sesquiterpenos. Para hoja de B.
dracunculifolia cosechada en floracion, el porcentaje
de monoterpenos es 7 % y el de sesquiterpenos, un
90 % (Tabla 1).

Discusién y Conclusiones

B. punctulata es una especie nativa ain no estudia-
day por ello, resulta interesante investigar sus me-
tabolitos secundarios y las potenciales actividades
de sus extractos, compuestos y aceites esenciales.

El 4cido clorogénico y los acidos 3,4- y 4,5-
dicafeoilquinicos se informan en B. punctulata
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por primera vez, pero fueron encontrados en
otras especies del género (Aboy y col., 2012).
Otros cafeoil-derivados del &cido quinico de B.
punctulata se siguen analizando para su completa
caracterizacion.

Este trabajo es el primer reporte de querce-
tina 3-O-arabinopirandsido (guaijaverina) en B.
punctulata y en el género Baccharis, al igual que
respecto a otros 3-O-pentdsidos de guercetina que,
segun los tiempos de retencion y espectros UV por
medio de HPLC-DAD, se estiman existen en el
extracto estudiado. Guaijaverina ha sido aislada
de “guayaba” (Psidium guajava L. - Myrtaceae
-) y se ha descripto que posee actividad contra
Streptococcus mutans y los biofilms que producen
la placa dental (Prabu y col., 2006). De acuerdo
con la bibliografia, el aceite esencial de B. dra-
cunculifolia presenta actividad antimicrobiana, en
especial, contra los microorganismos responsables
de la placa dental (Pereiray col., 2016) y, ademas,
coexiste en el mismo ambiente natural que B.
punctulata.

El perfil de la composicion de los aceites
esenciales de ambas especies en época de flora-
cion (otofo) es diferente (Tabla 1); nerodiol es el
compuesto mas abundante en B. dracunculifolia
mientras que compuestos como acetofenona y
metil benzaldehido son los més abundantes en las
hojas de B. punctulata. Se ha analizado también
la composicion del aceite esencial de las hojas de
B. punctulata en estado vegetativo (primavera)
donde se advierte un predominio de compuestos
sesquiterpénicosy, en particular, de una estructura
sesquiterpénica con el 45 % de abundancia, con
un espectro de masas particular (M+ 216 abun-
dante y m/z 201, PB), muy insaturada (C H, O)
y muy poco polar, con una sefial en 1562 cm *
en su espectro IR. Las propiedades mencionadas
sugieren una estructura furano, como se presenta,
por ejemplo, en el verboccidentafurano (Mr 216),
furo-cadinano componente del aceite esencial de
Baccharis salicina Torr. & A.Gray (ex B. salicifo-
lia (Ruiz & Pav.) Pers.) (Jakupovic y col., 1990;
Loayza y col., 1995). Las variaciones estaciona-
les de la composicién de aceite esencial son un
fendmeno adaptativo y por ello resulta aiun mas
interesante continuar el analisis de las diferen-
tes composiciones y de las posibles actividades
farmacologicas.
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Tablal.- Composicion porcentual de los aceites esenciales obtenidos de Baccaris dracunculifolia y B. punctulata

B. dracunculifolia B. punctulata

IR Compuestos Hoja Hoja Hoja
(fase 5% fenil) otoiio otoiio primavera
928 alfa-pineno 1,43 2,35 nd
972 beta-pineno 4,89 1,85 nd
991 mirceno 0,28 2,71 nd
1029 limoneno 0,88 7,56 0,15
1060 acetofenona nd 18,71 nd
1063 2-metilbenzaldehido nd 2143 nd
1075 3-metilbenzaldehido nd 6,18 nd
1217 trans-carveol nd 0,79 nd
1241 carvona nd 1,55 nd
1338 delta-elemeno 4,52 nd 11,85
1393 beta-elemeno 1,25 nd 4,07
1421 (E)-cariofileno 4,57 nd 1,20
1434 germacreno B nd nd 1,22
1457 beta-farneseno nd nd 1,82
1483 germacreno D 8,57 1,11 8,14
1498 biciclogermacreno 6,33 0,51 0,86
1501 beta-bisaboleno nd nd 3,22
1524 delta-cadineno nd nd 1,32
1534 muuroleno nd nd 1,13
1560 sesquiterpeno nd nd 1,03
1565 nerolidol 20,36 1,10 nd
1569 espatulenol 8,49 4,32 nd

1574 cariofileno oxido nd 6,50 nd
1595 sesquiterp. oxig. 2,80 nd nd
1601 6-metil-alfa ionona nd nd 2,79
1632 sesquiterp. oxig nd 3,30 nd
1636 alfa-terpinoleno nd nd 4,53
1637 cis-cadin-4-en-7-ol nd nd nd
1646 delta-cadinol nd nd 3,50
1654 alfa-cadinol nd nd 1,05
1667 sesquiterp oxig. nd nd 45,13
1686 alfa-bisabolol 1,72 1,53 1,71
1700 valerenal nd nd 3,11
1721 sesquiterp. oxig. 11,04 2,75 nd
1964 sesquiterp. oxig. 7,44 3,04 nd
2077 sesquiterp. oxig. nd 1,03 nd
2140 sesquiterp. oxig. 2,93 nd nd
2148 sesquiterp. oxig. 3,30 nd nd

TOTAL 90,80 88,30 97,85
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Resumen

Se requieren nuevos agentes antifingicos capaces de controlar a los hongos del género Aspergillus que provocan
pudriciones en maiz especialmente en los granos almacenados, contaminandolos con aflatoxinas (Ni. La ingestion
de estas micotoxinas puede ocasionar intoxicaciones en humanos y animales. EI control quimico de especies de
Aspergillus se restringe al uso de preservantes de grado alimenticio, los cuales son fungistaticos, pueden alterar
las caracteristicas organolépticas del grano y en dosis subinhibitorias del crecimiento micelial pueden estimular la
produccion de aflatoxinas. Plantas autoctonas del Noroeste de Argentina (NOA) conocidas popularmente por sus
propiedades antisépticas podrian proveer metabolitos secundarios capaces de detener el progreso de estos hongos.
El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antiflngica de extractos de “vinal” (Prosopis ruscifolia)
sobre especies de Aspergillus e identificar los metabolitos responsables. Partes aéreas de P. ruscifolia se extra-
jeron secuencialmente con hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol. La actividad antifingica de estos
extractos se ensay0 sobre seis cepas de Aspergillus por bioautografia de siembra puntual y por microdilucion, lo
que permitio determinar que solo el extracto metandlico (fMeOH) present6 actividad antifingica sobre las espe-
cies de Aspergillus ensayadas. Las dosis minimas inhibitorias del crecimiento fungico (DIM) fueron de 50-200
Hg/mly las concentraciones inhibitorias del 50 % y 100 % del crecimiento fungico (Cl,, y CIM) fueron 60-297
pg/ml y 50-1500 pg/ml respectivamente. Los constituyentes del fMeOH se separaron mediante cromatografia
en columna de silica gel y por cromatografia preparativa en capa fina. Las moléculas antifngicas se estudiaron
mediante revelados especificos en cromatografia en capa fina y por espectrometria de resonancia magnética
nuclear (RMN), identificAndose los compuestos como alcaloides (juliflorinay juliprosineno), un ciclitol (pinitol)
y una saponina triterpénica. EI fMeOH de parte aéreas de P. ruscifolia no manifest6 toxicidad sobre Artemia
salina (CL,, > 1000 ppm), lo cual indica que el extracto no presenta citotoxicidad en eucariontes.

Antifungal Compounds in Prosopis ruscifolia: Analysis and Identification
of its Use to Control Toxigenic Species of Aspergillus

Summary

New antifungals are needed to control Aspergillus which contaminates stored maize grains with aflatoxins
toxic for humans and animals. Food additives are applied against the Aspergillus species. Nevertheless, they

Palabras clave: Prosopis ruscifolia - Aspergillus - antifingicos.
Keywords: Prosopis ruscifolia - Aspergillus - antifungics.
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are fungistatic, can change grain organoleptic properties and can stimulate aflatoxin production at sub-inhibi-
tory levels. Native plants used in popular medicine as antiseptics could provide antimicrobials useful in the
control of Aspergillus. The aim of this work was to determine the antifungal activity of extracts from “vinal”
(Prosopis ruscifolia) against Aspergillus species and to identify its antifungal metabolites. Aerial parts of P.
ruscifolia were sequentially extracted with hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol. Antifungal
activity of these extracts was tested against six strains of Aspergillus by dot blot bioautography and the mi-
crodilution method. These data were used to calculate the minimum inhibitory dose of fungal growth (MID)
and the concentrations required to inhibit 50 % (IC,;) and 100 % (MIC) of the fungal growth. Constituents of
the bioactive extract was separated by column chromatography and preparative thin layer chromatography
(PTLC) insilica gel. Antifungal molecules were preliminarily identified by TLC and subsequently by nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Only the methanolic extract showed antifungal activity against
Aspergillus strains (IC,, of 60-297 ug/ml; MIC 50-1500 pg/ml). Antifungal components were identified as
alkaloids (juliflorine and prosoflorine), cyclitol (pinitol) and triterpene saponins.

Introduccion

La Argentina es el segundo exportador mundial de
maiz. Para la campafia 2016/2017 se estima una
cosecha record de este cereal de 31,5 millones de
toneladas con un area sembrada de 4,2 millones de
hectareas (USDA, 2016; Fandos y col, 2017).

Uno de los principales factores que afectan a
la produccién maicera es la pudricion de granos
generada por especies del género Aspergillus de las
secciones fumigatis (A. fumigatus), nigri (A. niger) y
flavi (A. nomius, A. flavus y A. parasiticus) (Figura 1)
(Anderson y col., 1975).

Estos organismos provocan usualmente el mayor
dafo en postcosecha, reduciendo el rendimiento en

Figura 1.- Efectos de Aspergillus en la produccion de maiz

grano y contaminandolo con aflatoxinas (Mitchell
y col., 2016). La ingestion de estas sustancias por
encima de determinadas dosis provoca toxicidad
aguda con manifestacion de nefritis, necrosis hepa-
ticay congestion pulmonar, o toxicidad cronica que
desencadena respuestas cancerigenas, mutagénicas
y teratogénicas en humanos y animales (Astoreca y
col., 2011; Zain, 2011).

El control quimico es una de las estrategias po-
sibles destinadas a combatir estos hongos durante el
almacenamiento de los granos, para ello se emplea
sales de &cidos grasos de cadena corta (por ejemplo,
sorbatos y propionatos). Estas sustancias provocan

a: Mazorca infectada con Aspergillus flavus; b: Granos infectados con Aspergillus niger.
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frecuentemente alteraciones organolépticas del maiz,
son fungistaticas y en dosis subinhibitorias son ca-
paces de incrementar la acumulacién de aflatoxinas
(Rusul y Marth, 1988).

Por lo tanto, se necesita la incorporacién al mer-
cado de nuevos agentes antiflngicos que permitan
superar estos problemas. Existen plantas autdctonas
del Noroeste Argentino (NOA) cuyos usos en me-
dicina popular sugieren que las plantas contienen
metabolitos antimicrobianos que podrian ser Utiles
en el control de Aspergillus. Entre ellas se destaca el
“vinal” (Prosopis ruscifolia Griseb., Leguminosae),
una planta de porte arboreo (Figura 2) que ocupa
grandes extensiones de territorio pudiendo formar
bosques o vinalares y es caracteristica de la provincia
fitogeografica Chaquefia (Cabrera, 1971; Cabrera'y
Willink, 1980). Su madera se utiliza principalmente
en la fabricacion de postes, mientras que sus vainas
y semillas se emplean como forrajes dado su alto
valor nutricional (Freyre y col., 2003). Esta planta
se utiliza en medicina popular como antiséptico,
desinflamante, para el tratamiento de la conjuntivitis
y en el control de la diabetes (Hurrel y col., 2011;
Rondina y col, 2008; Scarpa, 2004).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
actividad antifangica de los extractos de Prosopis
ruscifolia sobre especies toxigénicas de Aspergillus
e identificar los compuestos responsables de dicha
actividad.

Figura 2.- Prosopis ruscifolia Griseb (Leguminosae)

a: Rama con hojas y espinas; b: Planta entera.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Se colectaron las partes aéreas (tallos y hojas) de
Prosopis ruscifolia en la localidad de Icafio, de-
partamento de Avellaneda, provincia de Santiago
del Estero, en el mes de febrero de 2014. Parte del
material recolectado fue herborizado y depositado en
el Herbario del Instituto “Miguel Lillo”, Tucuman,
Argentina, donde fue identificado y clasificado taxo-
nomicamente por Nora Muruaga (LIL:615833)

Obtencidn de los extractos vegetales

El material vegetal se secd a 50 °C en estufa, se
trituré con un molinillo de aspas y se almacend6 al
abrigo de la luz y el calor. Posteriormente, 10 g del
material molido seco se extrajo secuencialmente a
temperatura ambiente con hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol. Se utilizaron 100 ml de
cada uno de estos solventes por cada extraccion
y el tiempo de inmersion del material vegetal en
cada una fue de 48 horas, efectuandose agitaciones
periddicas durante ese intervalo de tiempo. Cada
extracto obtenido se filtré a través de papel de filtro
Whatman N° 4. El material vegetal se dejé secar a
50 °C durante 24 horas entre extracciones sucesivas
con solventes organicos. El solvente se evaporo de
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los filtrados con un evaporador rotatorio al vacio.
Los extractos secos se pesaron y se calculo el ren-
dimiento de la extraccion.

Microorganismos

Se utilizaron cepas de Aspergillus seccion flavi
(A. nomiusVSC23, A. nomius13137, A. parasiticus
NRRL2999, A. flavus), seccion nigri (A. niger) y
seccion fumigatis (A. fumigatus). Las mismas per-
tenecen a la micoteca del Laboratorio de Biologia
de Agentes Bioactivos y Fitopatogenos (LABIFITO
—FBQF —UNT). Se conservaron a4 °C y se activa-
ron a 30 °C antes de cada ensayo. EI medio de cul-
tivo utilizado para su activacion fue malta-peptona
agar (MPA 1,5 % p/v de extracto de malta, 0,5 % de
peptonay 1,8 % de agar para medio sélido y 0,6 %
de agar para medio semisélido).

Determinacion de actividad antifangica

Bioautografia por siembra puntual (Quiroga y
col,2001)

Se sembraron puntualmente en cromatofolios de
silicagel 60 F,,, de 4 cm x 6 cm x 0,2 mm, cantidades
conocidas (200-2.000 ug) de cada extracto ensaya-
do. El control negativo consistid en la siembra del
mayor volumen de solvente utilizado en las siembras
anteriormente mencionadas. Como control positivo
se utiliz6 ketoconazol (20 pg). Los cromatofolios
sembrados posteriormente se cubrieron con 3 ml
de medio maltosa -peptona- agar (MPA) semiso-
lido conteniendo una suspension de esporas (1 X
10* esporas/ml). Las bioautografias se incubaron a
30 °C durante 48 horas. Luego, se aplico sobre las
bioautografias el 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) 2,5-dife-
niltetrazolio (MTT).

La ausencia de crecimiento fingico se manifestd
por la aparicion de halos de color amarillo sobre un
fondo azul. La superficie de estos Gltimos se cuan-
tifico utilizando el programa Fiji win 32.

Mediante este ensayo se determiné la dosis de ex-
tracto requerida para inhibir el 100 % del crecimiento
fangico (DIM).

Ensayo de microdilucion en medio semiliquido
Los extractos que mostraron actividad antiflngica

en el ensayo de siembra puntual precedentemente
descripto, se sometieron a ensayos de microdilucién
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siguiendo un protocolo sugerido por el Comité
Nacional para Estandares Clinicos de Laboratorio
NCCLS (por sus siglas en inglés, National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards) modificado.
Se emplearon microplacas estériles de 96 pocillos
con fondo plano y medio YES semiliquido (Medina
y col, 2012). La solucion stock de cada extracto
se prepar6 en DMSO vy se utiliz6 para preparar
la maxima concentracion a ensayar. El in6culo
flngico consistié en una suspension de esporas
en medio de extracto de levadura-sacarosa (YES)
semiliquido de concentracion 1 x 10° esporas/ml. Se
obtuvo una concentracion final de 2 % de DMSO
por pocillo, ensayandose cada extracto en un rango
de concentraciones de 3000-87,5 pug/ml. Se incluye-
ron un control de crecimiento consistente en medio
YES (composicion en g/l: extracto de levadura 20;
sacarosa 150; MgSO, 0,5; agar 1,3) con DMSO al
2 % y controles de esterilidad de los extractos y
del medio de cultivo. Como control positivo se uso
ketoconazol. Las microplacas se incubaron durante
72 horas a 30 °C. Posteriormente se registré la ab-
sorbancia a 630 nm con un lector de microplacas
Biotek EIX800.

Las lecturas se corrigieron utilizando las de los
correspondientes controles. Cada ensayo se hizo por
triplicado. La concentracién de extracto requerida
para inhibir el 50 % (Cl,) y el 100 % (CIM) del
crecimiento fungico se determin6 por el método
Probit usando el programa XLSTAT 20009.

Aislamiento de constituyentes antifangicos de
P. ruscifolia

Cromatografia en columna de silica gel

El extracto bioactivo se secd bajo presion reducida
en un evaporador rotatorio. El residuo seco se disol-
vié en una mezcla cloroformo-metanol (8:2 v/v) y
se sembrd en una columna empaquetada con silica
gel la cual se eluy6 con un gradiente de cloroformo:
metanol (8,0:2,7:3,6:4,1:1,0; v/v). Las fracciones
recuperadas se analizaron mediante cromatografia
en capa fina (CCF) en silica gel, utilizando acetato
de etilo/acido formico/agua (65:15:10, v/v/v) como
fase movil. Los cromatogramas se visualizaron
bajo luz UV (254 nmy 365 nm), y se revelaron con
p-anisaldehido. Las fracciones se combinaron en
grupos teniendo en cuenta los patrones de bandas
observados en los cromatogramas. Se evaluo la
actividad antifingica de los cromatogramas por
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bioautografia de siembra puntual sobre A. flavus y
A. niger (Chomay Grzelak, 2011).

Cromatografia preparativa en capa fina (CPCF)
La fraccion antifingica obtenida por cromatografia
en columna de silica gel se someti6é a cromatografia
preparativa en capa fina (CPCF) utilizando como fase
fijasilicagel 60 F,., de 2mm de espesor. Las restantes
condiciones cromatograficas fueron similares a las
descriptas precedentemente para CCF. Las bandas co-
rrespondientes a los componentes de diferente relacion
de frente (Rf) obtenidas se rasparon del cromatograma
y el polvo obtenido de cada una se colocd en tubos con
metanol, se homogenizo6 con vértex y se dejé reposar
24 horas. Luego se centrifugd y se rescato el sobrena-
dante. Este Gltimo se filtrd a través de 280 mg de silica
gel empaquetados en una pipeta Pasteur.

Identificacion de los constituyentes antifingicos
de P. ruscifolia

Se determind la naturaleza quimica de los constitu-
yentes aislados mediante CCF luego de revelarlos
con los siguientes reactivos cromogénicos: vainillin/
ac.sulfurico (terpenos—derivados fenilpropanoides),
Dragendorff (alcaloides), p-anisaldehido (com-
puestos triterpenicos y esteroidales) AgNO,/NaOH
(azlcares y ciclitoles).

La estructura de algunos de los compuestos
obtenidos fueron identificados por experimentos
de espectrometria de resonancia magnética nuclear
monodimensionales (1H RMN,) y bidimensionales
(1H-1H COSY, 1H-13C HSQC) y experimentos de
espectrometria de masa (MS).

Toxicidad sobre Artemia salina

Se determino la concentracion letal media (CL,)
del extracto bioactivo de P. ruscifolia sobre Artemia
salina. Se colocaron quistes de A. salina en una cuba
con agua de mar (con 3,8 % de NaCl). La mitad de la
cuba se expuso a la luz provista por una lampara de
60 watts. Se incubo durante 48 horas a 27 °C para la
eclosion de los quistes. El residuo seco del extracto
metanolico se disolvié en agua de mar ensayandose
un rango de concentraciones de 3000-87,5 pg/ml.
Se incluyeron un control positivo de K,Cr,O,, un
control de solvente y un control de viabilidad en
agua de mar. Se colocaron 10 larvas en cada una
de los pocillos de la microplaca con las diferentes
concentraciones a ensayar y se incubé durante 18
horas a 27 °C.

El recuento de nauplis sobrevivientes se hizo
bajo una lupa con un aumento de 3x, calculandose
los correspondientes porcentajes de inhibicion, los
cuales se utilizaron para calcular CL,, mediante
probit. El ensayo se realizé por triplicado.

Resultados

Rendimientos obtenidos para los extractos
vegetales

Se obtuvieron 4 extractos a partir del material vege-
tal de P. ruscifolia. Los rendimientos obtenidos se
informan en tabla 1. La mayor recuperacién de ma-
teria seca se registro para el fMeOH de P. ruscifolia
(11,33 £ 0,05).

Tabla 1.- Rendimientos obtenidos para los extractos de las especies investigadas

Solvente Indice Rendimiento
de Polaridad % (p/p)
n-hexano (H) 8,0
Diclorometano (dCM) 4,1
Acetato de etilo (AE) 6,4
Metanol (MOH) 11,33

Se indica en la segunda columna desde la izquierda de la tabla la polaridad de los solventes usados en la extraccion

de los materiales vegetales.
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Tabla 2.- Actividad antifingica del extracto metanélico de las partes aéreas de Prosopis ruscifolia sobre diferentes

cepas de Aspergillus

Extracto metandlico de P. ruscifolia

Microorganismo

DIM (ng) Halo (mm) CIS0 (ng/ml) CIM (pg/ml)
niger 200 2,13 £ 0,004 2977+ 1 > 2000
nomius VSC23 200 2,28 +£0,004 58,7+ 0,4 750 +£0,7
nomius 13137 200 3,23 £ 0,004 89+ 1,2 1500+ 1,1
flavus 50 1,69 + 0,004 63+0,4 750 £1,1
parasiticus 200 3,03 £ 0,004 101,1 £0,6 1500 £ 0,6
fumigatus 200 2,13 £ 0,004 69+0,3 1500 £ 0,8

Se indican las dosis inhibitorias minimas (DIM) y sus correspondientes halos, la concentracion inhibitoria 50 (Cl,)) y
la concentracion inhibitoria minima (CIM). Control positivo: ketoconazol.

Evaluacion de la actividad antifingica de los ex-
tractos vegetales

El fMeOH de P. ruscifolia fue el Gnico de los 4 ex-
tractos investigados que gener6 halos de inhibicion
en bioautografias de siembra puntual en todas las
cepas de Aspergillus ensayadas, con diametros com-
prendidos entre 1,69y 3,23 mm. Las DIM asociadas
a esos halos se ubicaron en el intervalo de 50-200 pg.
En el rango de concentraciones ensayado, el fMeOH
inhibio el 50 % del crecimiento de todas las cepas
de Aspergillus (Cl, = 58,7.-2,97ug/ml) y suprimio
totalmente el crecimiento de 5 de las cepas (CIM
750-1500 pg/ml). Los valores de DIM, Cl,, y CIM
registrados en los ensayos de microdilucion se pre-
sentan en la tabla 2.

Aislamiento e identificacion de los constituyentes
antifangicos de P. ruscifolia

Las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna, se combinaron en 8 grupos, F1-F8 (Figu-
ra 3). F6 y F7 resultaron con actividad antifngica
mostrando F6 halos de mayor didmetro (6,2 mm
para A. flavus y 6,1 mm para A. niger) que F7 (5,3
mm para A. flavus y 5,0 mm para A. niger) (Figu-
ra 4). El rendimiento de F6 fue de 7,48 = 0,03 %
(p/p). La CCF de dicha fraccion antiflngica, puso
en evidencia la presencia de 5 bandas de diferentes
Rfs (B1-B5) que fueron separados por cromatografia
preparativa en capa fina. Los Rfs e identidad quimica
de las bandas se muestran en la figura 5. El analisis
por RMN permitid identificar la estructura de los
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alcaloides como juliflorina (B2) y juliprosineno (B4)
y el ciclitol (B5) como pinitol (Figura 6).

Toxicidad sobre Artemia salina

La CL,, del fMeOH de P. ruscifolia sobre A. salina
fue de 1829,26 pg/ml. La Cl_, fMeOH de P. ruscifo-
lia es superior a la obtenida por preservantes alimen-
ticios de uso comercial, lo cual significa una menor
citotoxicidad que los preservantes (Tabla 3).

Figura 3.- Cromatografia en capa fina (CCF) de las
fracciones obtenidas de la cromatografia en columna de
silica gel del extracto metanolico de las partes aéreas de
P. ruscifolia

a: Observacion bajo lampara UV de 254 nm; b: Revelado
con p-anisaldehido.
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Figura 4.- Inhibicidn de las fracciones obtenidas de la
cromatografia en columna de silica gel del extracto me-
tanolico de las partes aéreas de P. ruscifolia

a: Aspergillus flavus; b: Aspergillus niger. Control (C)
= ketoconazol.

Figura 5.- Cromatografia en capa fina (CCF) de los
componentes obtenidos por cromatografia en CCFP de
la fraccion F6

F6: UV 254 nm. Revelado con p-anisaldehido (B1; Rf=
0,76) y (B3; Rf=0,62). Revelado con Dragendorf (B2; Rf
=0,53) y (B4; Rf = 0,40). Revelado con AgNO, /NaOH
(B5; Rf=0,20).

Figura 6.- Estructura de metabolitos los metabolitos
obtenidos de la fraccion F6

a: Juliflorina; b: Juliprosineno; ¢ Pinitol

Tabla 3.- Concentracion letal 50 (CL, ) de los nauplii de
Artemia salina para el extracto metandélico de Prosopis
ruscifolia (preservantes alimenticios de uso comercial)

Muestra CLs ( ng/ml)
Extracto metanolico 1829,260 + 0,2
de P.ruscifolia

Sorbato de Potasio 19,96 + 0,3
Benzoato de sodio <50+0,3
K,Cr,0, 25,884 + 0,4

Se incluyeron como controles positivos benzoato de sodio,
sorbato de potasio y K,Cr,O.

Discusién y Conclusiones

Si bien se conoce la actividad antibacteriana en los
extractos de P. ruscifolia, (Salvat y col. 2004) no
existen antecedentes sobre su actividad antifungica.
En nuestro trabajo se determind que el fMeOH de P.
ruscifolia presenta actividad antifiingica sobre todas
las especies de Aspergillus ensayadas (DIM y CI150
50-200 pg/ml, 58,7-2,97 ug/ml, respectivamente), y
suprimid totalmente el crecimiento de 5 de las cepas
(CIM = 750-1500 pg/ml).

Se identificaron como posibles compuestos anti-
fangicos de P. ruscifolia dos alcaloides (juliflorina
y juliprosineno), un ciclitol (pinitol) y una saponina
triterpénicas en la fraccion bioactiva (F6) del fMeOH
de P. ruscifolia. Juliflorina y juliprosineno fueron
identificados por primera vez en P. juliflora y son
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eficaces inhibidores de la acetilcolinesterasa en el
tratamiento del Alzehimer (Choudhary y col., 2005).
Existen reportes que indican su actividad antiflngica
contra hongos de los géneros Fusarium, Drechslera
y Alternaria (Raghavendra y col., 2009). Anterior-
mente se registro el uso efectivo del pinitol en el
tratamiento de la diabetes (Sripathi y col., 2011),
como larvicida (Chaubal ycol., 2005) y también
como antifingico contra los hongos del género
Sphaerotheca (Chen y Dai, 2014). No se encontra-
ron antecedentes previos a este trabajo de actividad
antifungica frente a Aspergillus para ninguno de los
componentes identificados.

La CL,, determinada para el fMeOH de P. rus-
cifolia sobre A. salina fue superior a 1000 pg/ml,
por lo que esta fraccion careceria de citotoxicidad
(Logarto Parra y col., 2001; Fernandez Caliente y
col., 2009).

El sorbato de potasio y el benzoato de sodio ge-
neraron valores de CL, entre 10y 100 pg/ml, lo cual
indica que ambos son mas toxicos que el fMeOH.
Se esta investigando la toxicidad de las sustancias
identificadas y el efecto de estas sobre etapas del
desarrollo fungico que son criticas en el control de
Aspergillus.

Los resultados sugieren que el fMeOH de P.
ruscifolia y los metabolitos secundarios aislados de
la fraccion deben investigarse en mayor profundidad
en cuanto a su utilidad en el control de las especies
de Aspegillus.
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Resumen

La problematica ambiental asociada a los plaguicidas sintéticos utilizados en la agricultura condujo a la
intensificacion de los esfuerzos para encontrar alternativas seguras y viables. En este contexto los aceites
esenciales derivados de plantas son una opcion interesante. Armadillidium vulgare es una plaga emergente
de la siembra directa que produce dafios durante la implantacion de los cultivos. Los objetivos del presente
trabajo fueron evaluar los efectos de los aceites esenciales de Citrus x aurantium, Citrus limon y Citrus
bergamia sobre la fisiologia nutricional de Armadillidium vulgare y determinar el efecto fagodisuasivo
de estos aceites. Para evaluar el efecto sobre la fisiologia nutricional, durante 72 horas se les ofrecio a los
crustaceos cebos formulados con semillas de Glycine max y aceite esencial. Las concentraciones utilizadas
fueron 0,5; 1,0 y 2,0 mg de aceite por g de cebo. Como control se utiliz6 cebos sin tratar. Se pesaron los
cebos y los crustaceos, antes y después del ensayo. Se calcularon la: tasa de crecimiento relativa (TCR); tasa
relativa de consumo (TRC); eficiencia de conversién del alimento ingerido (ECAI %) y el indice antialimen-
tario (IA). Para evaluar el efecto fagodisuasivo durante 24 horas y en forma simultanea, se les ofrecid a los
crustaceos cebos tratados con los aceites esenciales y cebos sin tratar. La concentracion utilizada fue de 0,5
mg de aceite/g de cebo. Se pesd cada cebo antes y después del ensayo. Se calculé el indice fagodisuasivo
(IF). Los resultados se analizaron mediante ANOVA y test de diferencias minimas significativas (DMS, p
< 0,05). Todos los aceites evaluados generaron una disminucion significativa de la TCR, de la TRC y de la
ECAI % (DMS, p < 0,05). Al evaluar la actividad fagodisuasiva en los ensayos con posibilidad de eleccidn,
se observo que los aceites esenciales de C. aurantium y de C. limon generaron un efecto fagodisuasivo muy
alto (DMS, p < 0,05). Por otra parte, el aceite esencial de C. bergamia produjo un efecto fagoestimulante
en adultos de A. vulgare (DMS, p < 0,05). Estos resultados indicarian que estos aceites esenciales podrian
considerarse como una alternativa para la proteccion de plantulas de soja en lotes con A. vulgare.

Potential of Citrus Essential Oils for Isopods Pest Control
under No-tillage Systems

Summary

Environmental problems associated with synthetic pesticides used in agriculture led to the intensification
of efforts to find safe and viable alternatives. In this context plants™ essential oils are an interesting option.
Armadillidium vulgare is an emergent pest of no-tillage systems that causes damage to plants immediately

Palabras clave: bicho bolita - cebos - aceites esenciales.
Keywords: pillbug - baits - essential oils.
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after germination. The aim of this paper was to evaluate the feeding deterrent activity and the alterations
in the nutritional physiology produced by the essential oils of Citrus x aurantium, Citrus limon and Citrus
bergamia on A. vulgare adults.To evaluate the alteration in the nutritional physiology in adults, for 72 h baits
formulated with soybean seeds and essential oils were offered to crustaceans. The concentrations evaluated
were 0.5, 1y 2 mg/g of bait. A control group with non-treated baits was prepared. Baits and crustaceans
were weighed at the beginning of the test and after 72h. The nutritional indices were calculated: relative
growth rate (RGR); relative consumption rate (RCR); efficiency of conversion of ingested food (ECI) (%)
and the antifeeding effect (AE). To evaluate the antifeeding activity baits with and without essential oils
were simultaneously offered to crustaceans for 24 h. The concentration evaluated was 0.5 mg/g of bait. Baits
were weighed before and after the test ends and the deterrent index was calculated. Data were analyzed by
ANOVA and Fisher’s PLSD test. All essential oils evaluated modified the nutritional indices. RGR, RCR
and ECI decreased in all the concentrations and significant differences were observed (p < 0.05). In choice
test, essential oils of C. aurantium and C. limon produced a strong fagodisuasive effect (p < 0.05). On the
other hand, essential oil of C. bergamia was highly feeding stimulant for A. vulgare adults (p < 0.05). These
results showed that the essential oils could be used as an alternative tool for soybean seedlings protection

in fields with A. vulgare.

Introduccion

Con el fin de lograr una agricultura sustentable y
evitar la degradacion de los recursos naturales oca-
sionados por el proceso de “agroindustrializacion”
en la region pampeana se adoptd, como sistema
conservacionista, la siembra directa (Villarino y col.,
2012; Faberi y col., 2014). Este sistema tiene como
finalidad asegurar una cobertura permanente del
suelo y mejorar las condiciones del mismo. Como
contrapartida a estos beneficios, la ho remocion
de los rastrojos favorece el desarrollo de plagas
(Bravo y col., 2004; Ferreras y col., 2007; Gizzi y
col., 2009).

El bicho bolita, Armadillidium vulgare Latreille
(Armadillidiidae) es una plaga emergente de la
siembra directa que produce dafios durante la im-
plantacién de los cultivos (Villarino y col., 2012). Es
una especie muy susceptible a la sequia que posee
escasa capacidad para penetrar en el suelo, por lo
que este sistema de siembra le ha proporcionado un
ambiente ideal para su desarrollo y reproduccion
(Faberi y col., 2011).Este crustaceo se alimenta del
endosperma de las semillas, del &pice vegetativo
y de los cotiledones, reduciendo el nimero inicial
de plantulas de los cultivos estivales (Faberiy col.,
2014; Preciado y Martinez, 2014).

Los pesticidas sintéticos son una de las herra-
mientas mas difundidas para el control de esta plaga
en cultivos extensivos (Salvio y col., 2016). Este
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control se basa en el uso de cebos toxicos (Salvio y
col., 2014) que pueden producir diferentes impactos
ambientales como la muerte de insectos benéficos,
de organismos predadores de artrdpodos, de anfibios,
de reptiles, de aves y de mamiferos.

La problematica ambiental asociada a los plagui-
cidas sintéticos utilizados en la agricultura, conduce
a la intensificacion de los esfuerzos para encontrar
alternativas seguras y viables. En este contexto los
aceites esenciales derivados de plantas son una op-
cion interesante.

Citrus x aurantium L., Citrus limon (L.) Osbecky
y Citrus bergamia Rossi son &rboles frutales pertene-
cientes a la familia Rutaceae. Sus aceites esenciales
son empleados en la industria farmacedtica, cos-
mética y alimentaria (Minero y Diaz, 2017; Orufio
Sanchez, 2006). Poseen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias, antidepresivas,
antiespasmodicas, antisépticas, carminativas, diu-
réticas, sedantes, bactericidas y tonicas, entre otras
(Arias y Ramon Laca, 2005; Singh y col., 2010;
Suryawanshi, 2011; Guzman Gutiérrez y col., 2009;
Aleman Gainzay col., 2015).

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar
los efectos de los aceites esenciales de C. aurantium,
C. limony C. bergamia sobre la fisiologia nutricional
de Armadillidium vulgare y determinar el efecto
fagodisuasivo de estos aceites.
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Materiales y métodos
Crustaceos

Los crustaceos provinieron de una colonia man-
tenida en condiciones controladas de temperatura
y humedad relativa (25 + 1° C, 60-70 % HR) y un
fotoperiodo 12:12 (L:O) en el laboratorio de Zoolo-
giaAgricola, Dpto. de Agronomia de la Universidad
Nacional del Sur (UNS). Se utiliz6 como alimento
para la cria semillas y plantulas de soja.

Bioensayos

Todos los bioensayos se realizaron con adultos de
ambos sexos de Armadillidium vulgare. Los ensa-
yos se efectuaron en condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa (25 + 1 °C, 60-70
% HR) y fotoperiodo 12:12 (L:0). Se evaluaron
aceites comerciales de C. aurantium, C. limony C.
bergamia Swiss-Just Lomas del Mirador, Republica
Argentina; realizados bajo la supervision y el control
de Ulrich-Jistrich AG Walzenhausen, Suiza.

Efectos sobre la fisiologia nutricional

Para evaluar posibles efectos sobre la fisiologia
nutricional de los adultos de A. vulgare se utilizaron
cebos formulados en base a semillas de Glycine max
L. (Fabaceae) y un principio activo. Como princi-
pio activo se utilizaron los aceites esenciales a las
concentraciones del 0,5; 1,0 y 2,0 mg de aceite por
g de cebo. Ademas, se prepar6 un grupo control con
cebos sin principio activo. En recipientes adecuados
se colocaron 10 crustaceos, el cebo y agua durante
72 horas. Se realizaron tres réplicas. Se determi-
no el peso del cebo y el de los crustaceos antes y
después del ensayo y se registr6 la mortalidad. Se
calcularon los siguientes indices nutricionales: (a)
Tasa de Crecimiento Relativa (TCR) = (A-B) / (B x
dia), donde A = peso de los crustaceos vivos al tercer
dia / n° de crustaceos vivos al tercer diay B = peso
original de los crustaceos / n° total de crustaceos; (b)
Tasa Relativa de Consumo (TRC) = D / (B x dia),
donde D = biomasa ingerida (mg) / n° de crustaceos
vivos al tercer dia; (c) Eficiencia de Conversion del
Alimento Ingerido (ECAI)(%) = (TCR/TRC) x 100.
Ademas, se calcul6 el indice Fagodisuasivo (IF) (%)
=[(C-T) / (C+T)] x 100, donde C = consumo de los
cebos sin principio activo (mg) y T = consumo de los

cebos con principio activo (mg). Por otra parte, para
determinar la disminucion o el aumento en el peso
de los cebos debido a la evaporacion del principio
activo y/o a la pérdida de humedad, los cebos se
colocaron en frascos con las mismas condiciones del
ensayo pero sin crustaceos. El peso de los cebos en el
ensayo se corrigié con el peso obtenido de los cebos
en los frascos sin crustaceos. Los datos obtenidos se
analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA
y las medias fueron separadas mediante el test de
diferencias minimas (DMS, p > 0,05).

Evaluacion de la actividad fagodisuasiva

Durante 24 horas, y en forma simultanea, se les
ofrecio a los adultos de A. vulgare cebos formulados
con los aceites esenciales y cebos sin aceites esen-
ciales. La concentracion utilizada fue de 0,5 mg de
aceite/g de cebo. Se utilizd una arena experimental
formada por dos envases de plastico de 120 ml
cada uno, cuyas paredes plasticas constaban de un
orificio conectado a un tubo de plasticode 9,0 x 1,1
cm de didmetro. En uno de los envases se coloco
un cebo formulado con los aceites y en el otro, un
cebo sin aceite esencial. En cada arena se colocaron
10 crustaceos y agua para mantener la humedad.
Se determino el peso de cada cebo antes y despueés
de cada experimento. Luego se calculd el Indice
Fagodisuasivo (IF = [(C-T) / (C+T)] x 100; donde
C = consumo de los cebos no tratados (tratados
con el solvente solo) y T = consumo de los cebos
tratados). Este indice abarca valores desde -100 a
100 correspondiendo el valor de 0 a una sustancia
que no produce efectos sobre el comportamiento
de los crustaceos; los valores mayores que 0, a una
sustancia fagodisuasiva y los menores que 0, a una
sustancia fagoestimulante. Los datos obtenidos se
analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA
y las medias fueron separadas mediante el test de
diferencias minimas (DMS, p > 0,05).

Resultados

En la tabla 1 se muestran las alteraciones en los
indices nutricionales de los adultos de A. vulgare
ocasionadas por los aceites esenciales evaluados.
Los aceites de Citrus x aurantium y de Citrus limon
generaron una disminucion significativa de la TCR
y de la TRC (DMS, p < 0,05) que dependi6 de la
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Tabla 1.- Indices nutricionales y actividad fagodisuasiva de los aceites esenciales de Citrus x aurantium, Citrus limon

y Citrus bergamia en adultos de A. vulgare

Conc.

Aceite esencial TCR TRC ECAI% IF%
(mg/g cebo)

0 0,44 +0,044d 0,50+0,047¢c 86,76 +1,27c¢c

Citrus x aurantium 0,75 -0,08+0,005¢ 0,15+0,015b -56,6 +10,8bc 62,78
1,6 -0,30+0,027b 0,13 +0,004 ab -144,6+69,6b 65,98
2,4 -0,51+0,048a 0,06+0,007a -380,8+76,4a 81,65
0 0,44 +0,044¢c 0,50+0,047b 86,76 1,27 ¢

Citrus limon 0,75 -0,27+0,061b 0,17+0,021a -1556+249b 62,01
1,6 -0,45+0,035a 0,15+0,005a -287,9+26,7b 59,69
2,4 -0,58+0,034a 0,08+0,013a -728,6+122,4a 80,36
0 0,44 +£0,044d 0,50+0,047¢c 86,76 +127c¢c

Clem st 0,75 -0,20+0,025¢ 0,14+0,003a -138,2+194b 67,57
1,6 -0,42+0,033b 0,16+0,008b -271,2+6,35a 60,88
2,4 -0,73+0,017a 0,39+0,037b -2358+20,5a 14,22

Referencias: Conc.: concentracion; TCR: Tasa de Crecimiento Relativa; TRC: Tasa Relativa de Consumo; ECAI:
Eficiencia de Conversion del Alimento Ingerido; IF: Indice Fagodisuasivo. Valores seguidos por la misma letra para
cada aceite esencial y dentro de cada columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

concentracion. Ambos aceites produjeron una dismi-
nucion significativa (DMS, p <0,05) de la eficiencia
de conversion del alimento ingerido y altos valores
del IF en todas las concentraciones evaluadas.

Al evaluar el aceite esencial de Citrus bergamia
se observo una disminucion significativa en los
valores de TRC, TCR y ECAI % (DMS, p < 0,05).
Sin embargo, a diferencia de la TCR y de la ECAI
%, la disminucion en el consumo fue inversamente
proporcional al aumento de la concentracion. Los
valores de IF fueron decreciendo a medida que fue

aumentando la concentracion del aceite en los cebos
tratados (Tabla 1).

Al evaluar la actividad fagodisuasiva en los ensa-
yos con posibilidad de eleccién, se observo que los
aceites esenciales de C. aurantiumy de C. limonum
generaron un efecto fagodisuasivo muy alto (DMS,
p < 0,05), siendo el aceite de C. aurantium el que
mayor efecto produjo (IF: 84,8%). Por otra parte,
el aceite esencial de C. bergamia produjo un efecto
fagoestimulante en adultos de A. vulgare (DMS, p
< 0,05) (Figura 1).

Figura 1.- Actividad fagodisuasiva de los aceites esenciales de Citrus x aurantium y Citrus limon y efecto fagoesti-

mulante de Citrus bergamia en adultos de A. vulgare
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Discusion y Conclusion

Las sustancias quimicas derivadas de los vegetales
pueden producir alteraciones en la fisiologia nutri-
cional de los insectos y/o actuar sobre su conducta
alimentaria, comportandose como atractantes,
repelentes, antialimentarios o inhibidores de la
alimentacion (Bekircan y col., 2014; Hamzavi y
Moharramipour, 2017). Aungue varios autores han
investigado este efecto en distintos insectos plagas
(Aliy col., 2017; Reddy y col., 2016), pocos estu-
dios se han realizado para determinar los efectos
de los metabolitos secundarios de las plantas como
antialimentarios de A. vulgare.

En este trabajo, todos los indices nutricionales
fueron modificados por los aceites esenciales eva-
luados. Los aceites esenciales de C. aurantium, C.
limony C. bergamia generaron una disminucion de
los indices nutricionales pero el aceite esencial de
C. bergamia produjo una reduccion del consumo
de alimento inversamente proporcional a la con-
centracion. Esto indicaria que este aceite genera una
estimulacion de la alimentacion en A. vulgare.

Laeficiencia de conversion del alimento ingerido
(ECAI %) es una medida general para evaluar la ha-
bilidad que tiene un insecto para utilizar el alimento
ingerido en pro de su crecimiento; por lo que un
descenso de este indice indica que la mayor parte del
alimento se estd metabolizando para generar energia
y que la menor parte se esta transformando en masa
corporal (crecimiento). Los valores descendentes de
laECAI % indican que el alimento ingerido produce
una posible toxicidad (Liuy col., 2002; Koul y col.,
2003; Pavelay col., 2008). En base a lo anteriormen-
te citado, los aceites esenciales evaluados generaron
no sélo una posible toxicidad post-ingesta (dismi-
nucion de la ECAI %), sino que también produjeron
un efecto sobre el comportamiento de A. vulgare al
ser fagodisuasivos.

Al evaluar la actividad fagodisuasiva en los
ensayos de preferencia se observo que los aceites
esenciales de C. aurantium y de C. limonum produ-
jeron un efecto disuasivo de la alimentacion mayor
que el generado en el ensayo de no eleccién. Esto
podria deberse a que cuando el crustaceo no tiene la
oportunidad de elegir entre cebos tratados y contro-
les, come pequefias cantidades de los cebos tratados
0 grandes cantidades en los controles y esto genera
un indice fagodisuasivo mas bajo. Sin embargo,
cuando los crustaceos tienen la oportunidad de elegir

comen directamente del control, lo que genera en
Gltima instancia un alto valor del IF. Por otra parte,
se observd que el aceite esencial de C. bergamia
produjo un efecto fagoestimulante muy alto. Esto
sumado a su toxicidad post-ingesta podria ser Gtil
en la formulacién de cebos toxicos para el control
de A. vulgare.

Los aceites esenciales de C. x aurantium, C. li-
mon y C. bergamia podrian considerarse como una
alternativa para la proteccion de plantulas de soja en
lotes con A. vulgare.
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Resumen

Salvia hispanica L. (Labiateae), cominmente conocida como “chia”, es una especie herbacea anual cuyo
cultivo esta ampliamente extendido por América del Sur. Es utilizada como cultivo industrial y para la ela-
boracion de alimentos funcionales por su contenido en proteinas, antioxidantes, fibras y lipidos esenciales.
El aceite de sus semillas contiene la mayor proporcion (68 %) de omega-3 que cualquier fuente vegetal
conocida. El objetivo de este trabajo fue establecer cultivos in vitro de “chia” y analizar la influencia de
diferentes reguladores de crecimiento sobre la induccion de callos, sobre el crecimiento de estos y sobre su
contenido de &cidos grasos. Se iniciaron cultivos de callos in vitro a partir de explantos de tallos sin nudos
y de hojas de plantulas axénicas de 20 dias de edad, utilizando 3 tratamientos de reguladores de crecimiento
diferentes. El medio Murashige & Skoog modificado (MSRT) con el agregado de acido 2,4-diclorofenoxia-
cético (2,4-D) a una concentracion de 2,25 uM y un fotoperiodo de 16 horas fueron las condiciones 6ptimas
para la induccién de callos. Para el mantenimiento de los callos el tratamiento mas adecuado resultd ser
bencilaminopurina (BAP) a una concentracion de 1 uM. La cinética de crecimiento se caracterizd por un
periodo de latencia hasta el dia 20 de cultivo, seguido de un periodo de crecimiento exponencial entre los
dias 20 y 54. El tratamiento con 2,4-D (2,25 puM) mostr6 la mas alta velocidad especifica de crecimiento
(0,22 + 0,01 /dia), el tiempo de duplicacion mas bajo (31,51 + 1,00 dia) y la mayor biomasa maxima (1,46
+ 0,01 g PF). El contenido de &cidos grasos en los callos de “chia” fue 0,83 % en promedio de todos los
tratamientos después de 6 meses en cultivo y no mostré variaciones significativas (0,2 % - 0,3 %) entre los
tratamientos aplicados (p < 0,05).

Influence of Plant Growth Regulators on the Establishment of in vitro
Cultures of Salvia Hispanica L. (“Chia”) and on its Fatty Acid Content

Summary

Salvia hispanica L. (Labiateae), whose vulgar name is chia, is an annual herb cultured in South America.
Recently, their content of proteins, antioxidants, fibers and essential lipids has promoted its exploitation as
an industrial culture and to produce functional food. The seed oils contain the highest proportion (68 %) of
omega-3 in the plant kingdom. The aim of this work was to establish in vitro cultures of chia and to analyze

Palabras clave: “chia” - cultivo in vitro - Salvia hispanica - reguladores de crecimiento vegetal.
Key words: “chia” - in vitro culture - Salvia hispanica - plant growth regulators.
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the influence of different plant growth regulators on the establishment of calli, their growth, and their fatty
acids content. In vitro cultures were initiated from 20 days-old plantlets with different plant growth regulators
relationship. The media Murashige & Skoog (MSRT) modified added by 2,4-dichlore phenoxyaceticacid
(2,4-D) at 2.25 uM, and a photoperiod of 16 h were the optimal conditions for starting the cultures. For their
maintenance the optimal conditions were with the addition of the plant growth regulator benzylaminopurine
(BAP) at 1.00 uM. The kinetic of growth presented a lag period of 20 days followed by an exponential period
of 34 days. The treatment with 2,4-D (2.25 uM) produced the highest specific growth rate (0.22 + 0.01 d?),
the lowest duplication time (31.51 + 1.00 d) and the highest maximal biomass (1.46 £ 0.01 g). The mean
fatty acid content was 0.83 % for all the conditions after 6 months in culture without significant differences

(0.2 % - 0.3 %) among the different treatments (p < 0.05).

Introduccion

Salvia hispanica L. (Labiateae), comunmente co-
nocida como “chia”, es una especie herbacea anual
nativa del sur de México y norte de Guatemala que
fue, en tiempos precolombinos, parte de la dieta
basica asi como fuente de aceite y medicinas para
los mesoamericanos. Hoy en dia es utilizada para
la produccién de bebidas y alimentos por su con-
tenido nutricional de lipidos esenciales, proteinas,
antioxidantes y fibras. Sus semillas tienen aproxi-
madamente entre 25 % y 39 % de aceite respecto
de su peso y éste contiene la mayor proporcién (68
%) de &cido omega-3-linolénico (omega-3, un &cido
graso poli insaturado esencial) que cualquier fuente
vegetal conocida. Ademas, las semillas de “chia”
contienen niveles mas altos de proteina (19 - 23 %)
que los de cereales tradicionales como el “trigo”
(Triticum aestivum L. -Poaceae-), “maiz” (Zea mays
L. -Poaceae-), “arroz” (Oryza sativa L. -Poaceae-)
y “avena” (Avena sativa L. -Poaceae-) (Marconi y
col., 2013).

La importancia nutricional y sanitaria del ome-
ga-3 reside en los siguientes efectos beneficiosos
para la salud: 1) posee una actividad antioxidante
comparable a la de la vitamina E; 2) inhibe el creci-
miento tumoral y la metastasis en algunos modelos
de tumores murinos; y 3) previene la enfermedad
cardiovascular, una de las enfermedades cronicas
con mayor prevalencia en las culturas occidentales
(Yuriko y Darshan, 2010).

Estudios de investigacion celular y molecular
indican que los efectos cardioprotectores de los
acidos grasos omega-3 son el resultado de una si-
nergia entre maltiples mecanismos complejos que
involucran: la reduccion de los triglicéridos, efectos
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antiinflamatorios, efectos antitromboéticos y efectos
antiarritmicos. Estos efectos estan relacionados con
la modulacion tanto de la sintesis de mediadores
para la disolucién de lipidos como de los canales
iénicos cardiacos. Esta Gltima es el resultado de
la interaccion del omega-3 con microdominios de
membrana y la consecuente influencia en las vias
de sefalizacion que estos desencadenan. Ejemplos
de ello son: a) lainhibicion de la actividad del factor
nuclear kB, involucrado en las vias de sefializacion
inflamatorias; b) la regulacién de la expresion de
genes de sintesis de esteroles y de la proteina C; y
c) laregulacién de la expresion de genes implicados
en la oxidacion de los acidos grasos, como la acti-
vacion del receptor o que promueve la proliferacion
de peroxisomas (Yuriko y Darshan, 2010).

Simopoulos (2009) refiere que la relacién ome-
ga-6 / omega-3 de la dieta deberia tener valores
cercanos a 1. En las dietas occidentales la relacion es
entre 15/1y 16,7/1 debido a que son deficientes en
omega-3 Yy tienen cantidades excesivas de omega-6.
Estas dietas promueven la patogénesis de muchas en-
fermedades, incluyendo enfermedad cardiovascular,
cancer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes
(Simopoulos, 2009).

Actualmente, a nivel comercial, la “chia” se
cultiva en la Argentina (donde gradualmente esta
reemplazando a la soja, uno de sus cultivos mas ex-
tendidos y rentables) (Bueno y col., 2010), Bolivia,
Ecuador, Guatemala, México y Australia. En el afio
2008, Australia fue el principal productor del mun-
do de esta especie, con un area sembrada de 1700
ha, lo que representa dos tercios de su produccién
mundial (Ixtaina y col., 2010). En la Argentina el
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rendimiento promedio de esta especie en plantacio-
nes comerciales es de alrededor de 500 - 600 kg/ha,
aunque se ha logrado obtener hasta 1260 kg/ha. En
parcelas experimentales de la provincia de Salta, con
la implementacion de riego y fertilizacion nitroge-
nada, se han registrado rendimientos de 2500 kg/ha
(Ixtainay col., 2010). Debido a las caracteristicas del
cultivo agrondmico y a la importancia sanitaria de la
semilla de “chia” es que el desarrollo de cultivos in
vitro de esta especie resulta de interés para la indus-
tria farmacéutica y alimentaria. La desaparicion de
las especies nativas por destruccion de sus habitats
naturales, asi como las dificultades de domesticar
especies salvajes de interés biotecnoldgico, reducen
la biodisponibilidad de estas fuentes. La biotec-
nologia aparece entonces como una herramienta
capaz de salvar este tipo de obstaculos a través del
cultivo in vitro de vegetales como una alternativa
para la produccion de biocompuestos. Las ventajas
de produccién a partir cultivos in vitro residen en
gue éstos permiten la produccion sistematica y re-
gulada de biomoléculas con calidad estandarizada
(metabolitos primarios y secundarios), el cultivo
en condiciones definidas, controladas y optimas,
que permiten independizarse de las condiciones de
cultivo en campo y la consistencia de los resultados.
Ademas, el cultivo in vitro puede ser utilizado para
el analisis de la fisiologia de una especie, el cultivo
de una especie no domesticada atn, el mejoramiento
genético de una especie para aumentar la produccién
de una molécula propia y la manipulacion genética
para que una especie produzca nuevas biomoléculas
(organismo genéticamente modificado) (Alvarez,
2014).

Los reguladores de crecimiento son compuestos
organicos capaces de influir en procesos fisiologicos
(crecimiento y diferenciacion) a bajas concentra-
ciones (Vega Aguilar, 2011; Alvarez y col., 2009;
Grostin, 2008). No es posible generalizar los tipos y
cantidades adecuadas de reguladores de crecimiento
para el desarrollo de cultivos in vitro, razon por la
cual se debe realizar un analisis caso por caso (Alva-
rezy col., 1993; Alvarez, 2014). Teniendo en cuenta
el potencial econdmico de la “chia” en las industrias
farmacéutica y alimentaria, el establecimiento de
cultivos in vitro aparece como una alternativa para
obtener una biomasa uniforme en relacion al geno-
tipo, el contenido proteico y el contenido porcentual
de aceite (junto con su perfil de &cidos grasos). Los
resultados obtenidos a partir de la evaluacion del

comportamiento de los callos pueden, entonces,
ser el puntapié inicial en el desarrollo de nuevos
métodos de produccion de omega-3 (Marconiy col.,
2013).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
influencia de diferentes reguladores de crecimiento
(6-bencil-amino-purina -BAP-; &cido 2,4-dicloro-
fenoxiacético -2,4-D- y kinetina -KIN-) sobre el
establecimiento de callos de S. hispanica y sobre
su contenido de acidos grasos; y determinar la
influencia de la concentracion de macro y micro
nutrientes y de un regulador de crecimiento (AIA)
sobre la micropropagacion in vitro de plantulas S.
hispanica.

Materiales y métodos

Material vegetal
Las semillas fueron recolectadas en la localidad de
La Merced, provincia de Salta (coordenadas geo-
gréficas: 25° S, 65° 5" O), Argentina, durante enero
de 2011. Muestras del material de referencia se con-
servan en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
del Departamento de Investigaciones Bioquimicasy
Farmacéuticas de la Universidad Maimonides.
Para su estratificacion se las colocé en un vaso de
precipitado conteniendo 50 mL de agua destilada el
cual se conservé entre 2 'y 8 °C durante 48 horas.
Desinfeccion de las semillas: se sumergieron las
semillas durante 20 segundos en etanol 96°, luego
se dejaron en remojo durante 10 minutos en una
solucién de hipoclorito de sodio con una concen-
tracion de cloro activo de 4 %y, por Gltimo, fueron
sometidas a 3 enjuagues con agua destilada hasta la
completa eliminacién de los agentes esterilizantes.
Germinacion: se trabajé en cabina de flujo laminar,
se colocaron 40 semillas en 10 frascos conteniendo
50 mL de medio Murashige y Skoog modificado
(MSRT) (Murashige & Skoog, 1962; Khanna y
Staba, 1968). Estos frascos se mantuvieron en o0s-
curidad a 24 + 2 °C durante 10 dias. Las plantulas
germinadas se mantuvieron en la cAmara de cultivo
con un fotoperiodo de 16 horas (generado con lam-
paras fluorescentes de 1,8 wm2seg* de irradiancia:
150 umol.m2.s?).

Micropropagacion

Una vez establecido el cultivo axénico se comen-
206 con la etapa de multiplicacion. Para ello se
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seccionaron plantulas de 20 dias de edad y 10 cm de
altura y se hicieron cortes a nivel de sus entrenudos.
Para determinar la influencia de la concentracion
de macro y micronutrientes del medio MSRT en el
desarrollo de plantulas, 30 explantos fueron sembra-
dos en dos medios de cultivo diferentes: 15 fueron
sembrados en medio MSRT conteniendo acido indol
acético (AlA) a una concentracién de 5,71uM vy los
otros 15 en el mismo medio de cultivo pero con los
macro y micronutrientes reducidos a la mitad de su
concentracion original (MSRT/2). Los cultivos en
etapa de propagacion se mantuvieron en frascos de
330 mL con 50 mL de medio de cultivo y fueron
cultivados en las mismas condiciones de luz y tem-
peratura descritas mas arriba.

Induccién de callos

Explantos de hojas y de tallos obtenidos de las
plantulas establecidas como se indico en el punto
anterior se colocaron en frascos con medio MSRT
suplementado con 3 % de sacarosa y con 3 trata-
mientos diferentes de reguladores de crecimiento:
2,4-D 2,25uM; BAP 1,00 uM; o la combinacion
2,4-D: KIN (0,45 uM: 0,46 uM) y se mantuvieron en
camara de cultivo en las mismas condiciones de luz
y temperatura descritas mas arriba. Después de 30
- 45 dias, los tejidos callosos en formacidn se sepa-
raron del explanto que los origind y se transfirieron
amedio de cultivo fresco con la misma composicion.
Para su mantenimiento los callos se subcultivaron a
medio fresco cada 30 dias durante un periodo total
de 10 meses.

Curva de crecimiento

Se elabor6 una curva de crecimiento para los callos
mantenidos en medio de cultivo MSRT con BAP
[1,00 uM], con 2,4-D [2,25 uM] o con 2,4-D: KIN
[0,45 uM: 0,46 uM] a partir de la variacion del &rea
de los mismos con el tiempo. La determinacion del
area se realiz6 mediante el software “Image J”.

Determinaciones analiticas

El peso fresco (PF) y el peso seco (PS) se determina-
ron el dia inicial y el dia final de cada ensayo. Para
la determinacion del PS, las muestras fueron secadas
en estufa a 80 °C hasta peso constante (48 horas).

Analisis de acidos grasos

El contenido de acidos grasos en los callos se deter-
mind por hidrolisis &cida de acuerdo con el Método
Oficial 925.32 de la Asociacion de Quimicos Agri-
colas Oficiales (AOAC por sus siglas en inglés) el
cual incluye la extraccién de los mismos.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
Los datos se analizaron mediante ANOVAYy los tra-
tamientos se contrastaron mediante el test “post hoc”
de Tuckey (p <0,05). Los célculos se realizaron con
el software GraphPadPrism 5.

Resultados y discusién

Germinacion de las semillas

Después de 8 dias en oscuridad la tasa de germina-
cion de las semillas de S. hispanica fue de 30 %, sin
observarse contaminacion.

Micropropagacion

La tasa de multiplicacion en medio MSRT fue mayor
(75 %) que en medio MSRT/2 (32 %) resultando el
crecimiento en altura menor en el medio MSRT/2
(Tabla 1). Las plantulas pudieron mantenerse in
vitro por periodos de tiempo de hasta 4 meses sin
subcultivos a medio fresco cuando se utiliza AIA
(5,71 uM) como regulador de crecimiento.

Induccioén de callos
Los mejores resultados, callos verdes y friables, se
obtuvieron utilizando BAP (1,00 uM) como regulador

Tabla 1.- Influencia de la concentracidn de los macro y micro nutrientes del medio de cultivo sobre las caracteristicas
de las plantulas de chia desarrolladas in vitro y sobre la tasa de multiplicacion

Medio de cultivo Color Altura final Tasa de multiplicacion
MSRT Verde intenso 8 cm 75%
MSRT/2 Verde claro 5cm 32%
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Figura 1.- Influencia de reguladores de crecimiento sobre el desarrollo de callos de Salvia hispanica L. (“chia™)

Los cultivos estdn mantenidos en cdmara de cultivo a 24 °C y con un fotoperiodo de 16 horas (irradiancia 1,8 wm-2

seg-1).

de crecimiento. Los callos tratados con 2,4-D (2,25
uM) o con la combinacion 2,4-D: KIN (0,45 uM: 0,46
uM) resultaron rizogénicos, como ya fue observado
para otras especies anteriormente (Alvarez y col.,
1993; Alvarez, 2014). Los explantos provenientes de
la hoja no resultaron eficientes para iniciar cultivos
de callos in vitro. Estos resultados concuerdan con lo
informado por Bueno y col. (2010).

Curva de crecimiento
Tal como se aprecia en la figura 1, el periodo laten-
cia de estos cultivos se extiende hasta los 19 dias,
la fase de crecimiento exponencial se observa entre
los 20 y los 54 dias seguida por una fase estacionaria
de 5 dias ingresando luego en la fase de muerte del
cultivo. Los valores de la velocidad especifica de
crecimiento maximo (umax), el tiempo de duplica-
cion (td) y la biomasa méaxima (Xmax) se observan
en latabla 2.

La biomasa méaxima mas alta, la mayor velocidad
de crecimiento y el tiempo de duplicacion mas bajo

fueron obtenidos utilizando 2,4-D (2,25 uM) como
regulador de crecimiento. El analisis de ANOVA 'y
test de Tukey no muestran diferencias significativas
entre los otros tratamientos (P < 0,05).

Analisis de &cidos grasos

Los valores de &cidos grasos determinados en las
muestras de los diferentes tratamientos (n = 11) se
pueden observar en latabla 3. Como se puede ver en
latabla, los contenidos de acidos grasos no presentan
diferencias significativas (P < 0,05) entre callos que
han sido cultivados con los diferentes reguladores de
crecimiento. El presente estudio fue llevado a cabo
en el laboratorio de agroalimentos del INTI.

Conclusiones
Se establecieron cultivos de in vitro de S. hispanica

(“chia”) y se determin6 que 2,4-D (2,25 uM) como
regulador del crecimiento, una temperatura de

Tabla 2.- Parametros de crecimiento obtenidos a partir del analisis de las curvas de crecimiento

Indice BAP 2,4-D 2,4-D: kin
de crecimiento 1 pM) (2,25 pM) (0,45: 0,46nM)
Mmax(dias™) 0,014 + 0,01 0,022 +0,01 0,013 +0,01
td (dias) 49,51 £1,00 31,51 +£1,00 53,32+ 1,00
Xmax (g) 1,38+ 0,01 1,46 £ 0,01 1,12+0,01

57



Bari y col.

Tabla 3.- Efecto de reguladores de crecimiento en medio MSRT sobre el contenido de acidos grasos en callos de “chia”

(Salvia hispanica L.)

Regulador de crecimiento (unM)

BAP [1]

2,4-D [2,25] 2,4-D: kin [0,45: 0,46]

Materia grasa (%) 0,8+0,1

1,0+0,1 0,7+0,1

24 + 2 °C y un fotoperiodo de 16 horas, fueron las
condiciones Optimas para la induccién de callos.
Para el mantenimiento de los callos en condiciones
friables resulté méas adecuado BAP (1 uM), no
obstante su menor velocidad de crecimiento. En
cuanto al contenido de &cidos grasos (0,83 % en
promedio) es significativamente mas bajo que el de
las semillas (56 % aproximadamente) después de 6
meses en cultivo.

Respecto del cultivo de plantulas este fue po-
sible aun cuando los nutrientes de este medio se
encuentran reducidos a la mitad de su concentracion
original. Para lograr disefiar un proceso productivo
de omega-3 a partir de cultivos in vitro de “chia”
en futuros trabajos se deberia encarar el analisis del
efecto de diferentes combinaciones de reguladores
de crecimiento y otros componentes del medio de
cultivo (fuentes de carbono y nitrégeno, entre otras)
0 sobreexpresar las enzimas clave para la biosintesis
de omega-acidos mediante ingenieria genética.
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