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Evaluacién del crecimiento de macrohongos de interés biotecnolégico en residuos
agroindustriales y madereros. Se evaluo la capacidad de crecimiento de cepas de macrohongos
nativos del Paraguay de interés biotecnolégico: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y
Schizophyllum commune en medios de cultivo enriquecidos con residuos agroindustriales y
madereros. Se prepararon medios con las siguientes combinaciones: Pino/Paja, Pino/Cafia,
Lapacho/Paja, Lapacho/Cafia. Para las cepas T. versicolor y P. ostreatus, el medio de cultivo
6ptimo de crecimiento fue el enriquecido con la combinacién Pino/Paja, la cepa S. commune
mostré similar crecimiento en los diferentes medios utilizados. Los medios enriquecidos con
lapacho presentaron efecto inhibitorio sobre las cepas T. versicolor y P. ostreatus, probablemente
debido al compuesto naftoquinénico (lapachol) con propiedades antiflingicas reportadas en la
literatura. La cepa S. commune crecio favorablemente en medios enriquecidos con lapacho, lo que
sugiere que esta cepa posee complejos multienziméticos capaces de bloquear el efecto inhibitorio
del lapachol. El presente trabajo experimental es el primer antecedente relacionado con cepas de
macrohongos del Paraguay.

Palabras Claves: biotecnologia, degradadores de madera, hongos, residuos

Growth assessment of macrogungi with biotechnological interest in agro-industrial and
timber waste. The growth capacity of native fungal strains from Paraguay and of biotechnological
interest: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus and Schizophyllum commune were evaluated in
various culture media enriched with agroindustrial waste (Straw and Bagasse) and wood (sawdust
Pine and Lapacho). Culture media were prepared with the following combinations: Pine/Straw,
Pine/Reed, Lapacho/Straw, Lapacho/Reed. For both T. versicolor and P. ostreatus strains, the
optimum growth culture medium was enriched with Pine/Straw combination, but the strain S.
commune showed similar growth in all the different culture media used. Media enriched with
Lapacho had inhibitory effect on T. versicolor and P. ostreatus strains, probably due to
naphthoquinone compound (lapachol) with antifungal properties reported in the literature. S.
commune strain grew favorably in Lapacho enriched culture media, suggesting that this strain has
multienzyme complexes capable of blocking the inhibitory effect of lapachol. This experimental
work is the first Macrofungi antecedent related with strains of Paraguay.

Keywords: biotechnology, wood degraders, mushrooms, wastes
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INTRODUCCION

La degradacion de los compuestos
lignocelulésicos es un proceso muy
importante a nivel ecologico. ElI material
lignoceluldsico (ramas, troncos, hojas)
mantiene en su estructura componentes
como carbono y nitrégeno que durante su
degradacion son liberados haciéndolos
nuevamente biodisponibles para la flora,
fauna y demas organismos del ambiente
(Nordén et al., 2004). Los hongos de
pudricién blanca crecen y degradan una
gran cantidad de desechos agricolas y
forestales (lignocelulésicos) y atacan los
diferentes polimeros de la madera
(celulosa, hemicelulosa, lignina) (Hammel,
1997). Por esto el principal rol de los
hongos en los ecosistemas se centra en el
reciclado del carbono y otros elementos.
(Robledo y Urcelay 2009).

Durante el proceso de degradacién de la
madera, la lignina, polimero fendlico, es
degradada por la interaccion de diversas
enzimas extracelulares, principalmente
peroxidasas: lignina-peroxidasa (LiP), Mn-
peroxidasa (MnP) y  fenoloxidasas
(lacasas). Estas enzimas ligninoliticas son
de particular relevancia biotecnologica
debido a su falta de especificidad y alto
potencial redox, que les permite actuar
sobre una gran variedad de compuestos
aromaticos. Se ha comprobado que
numerosas enzimas ligninoliticas son
capaces de degradar compuestos como
hidrocarburos  aromaticos  policiclicos,
cloroanilinas, nitrotoluenos,  bencenos
policlorados y tinturas industriales (Grassi
et al, 2011), -considerados todos
contaminantes ambientales producidos a
escala industrial (Pointing, 2001). No solo
los hongos degradadores de madera
acaparan el interés por sus potenciales
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aplicaciones biotecnoldgicas, los
esporacarpos de muchos macrohongos son
consumidos como alimento.

Cabe destacar que la mayoria de las
investigaciones ligadas a aplicaciones
biotecnoldgicas de hongos de pudricion
blanca se realizaron para especies del
Hemisferio Norte (Hatakka et al., 1994).
Esto contrasta con la diversidad de hongos
ligninoliticos que han sido descritos en el
Hemisferio Sur, sobre los cuales son
escasos los estudios acerca de los sistemas
enzimaticos implicados. Paraguay posee
zonas en las cuales se estima una alta
diversidad de hongos degradadores de
madera con potencial biotecnoldgico. Es
necesaria la busqueda de nuevas cepas
nativas con potencialidad y alternativas
para su cultivo utilizando fuentes de
sustrato propias de la region donde es
aislado el hongo.

El objetivo del presente trabajo fue
realizar un relevamiento en la zona del
Campus Universitario de la Universidad

Nacional de Asuncion, San Lorenzo-
Paraguay de especies de hongos
degradadores de la madera, realizar

aislamientos axénicos de estos para luego
evaluar el crecimiento de los mismos en
medios de cultivo solidos, enriquecidos
con residuos agroindustriales y materiales
organicos lignocelulésicos, procedentes de
Pinus elliottii Engelm. y del &rbol nativo
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos
(Lapacho).
MATERIALES Y METODOS
Recoleccion e  identificacion  de
macrohongos

Los hongos degradadores de madera

fueron colectados en el PARAGUAY;
Departamento  Central; Ciudad San
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Lorenzo; Campus Universitario de la
Universidad Nacional de Asuncion
(26°20'08"S;  57°31'14"0). Para la

identificacion taxonémica de cada material
colectado, se realizaron cortes a mano
alzada, tratados posteriormente en el orden
mencionado: disolucién de KOH al 5%
(m/v), Floxina al 10%, Solucion al 1% de
rojo congo en amoniaco y reactivo de
Melzer para las observaciones
microscopicas y descripcion de las
caracteristicas relevantes (Robledo y
Urcelay, 2009; Wrigth y Alberto, 2002).
Las colecciones fueron depositadas en
el herbario FACEN de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Asuncion.

Materiales de referencia

Trametes  versicolor (L) Lloyd;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20°22,96”S -
57°31°16,82”0; 30-XI1-2015; Campi, M.

22 (FACEN).

Ganoderma  australe  (Fr) Pat,;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20,1°1,88”S -
57°30°59,25”0; 27-1V-2016; Diaz, F. 16

(FACEN).

Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°19’39,79”S -
57°31°12,16”0; 24-11-2016; Campi, M. 90

(FACEN).

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20,1°1,88”S -
57°30°59,25”0; 05-11-2016; Campi, M. 89
(FACEN).

Schizophyllum commune Fr.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°19°52,19”S -
57°31°13,5470; 02-1V-2016; Campi, M.
81 (FACEN).

Aislamiento

Las muestras de hongos frescas de
Trametes versicolor, Ganoderma australe,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus y Schizophyllum commune
fueron aisladas colocando secciones del
basidioma en placas de Petri con extracto
de Malta (12,7 g.L* agar 20 glL™)
suplementado con cloranfenicol (200
mg.mL™) para evitar el crecimiento
bacterial. Las cepas aisladas con éxito
fueron depositadas en el Cepario de
FACEN (FACEN Cult.), Area Micologia,
Laboratorio de Anélisis de Recursos
Vegetales, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad Nacional de
Asuncion.
Preparacibn de medios de cultivo
enriquecidos
Se prepararon 4 medios de cultivo
enriquecidos con combinaciones de los
distintos componentes utilizados (Fig. 1).
En la Tabla 1 se muestran las proporciones
por placa de Petri de los componentes
lignocelulésicos utilizados. Ademas, se
agregd a cada placa 500 mg de CaCOs;
como regulador de pH del medio. Se
utilizaron dos medios controles, Malta y
Sabouraud (grado microbiologico),
autoclavados a una temperatura de 121°C
por un periodo de 20 minutos.
Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Fig. 1: A. Medios enriquecidos, B. Autoclavado de los medios, C. Medios sélidos enriquecidos.

Tabla 1. Composicion de los medios agarizados suplementados con residuos agroindustriales.

Sustratos Bagazo de cafia  Paja de trigo Aserrin de pino Aserrin de lapacho
PP - 20 gr.L? 20gr. L? -
PC 20gr.L? - 20gr. L* -
LP - 20gr. L - 20gr. L
LC 20gr. L - - 20gr. L

Anélisis de la velocidad de crecimiento

Se seleccionaron 3  aislamientos:
Trametes versicolor (FACEN Cult. 01),
Pleurotus ostreatus (FACEN Cult. 11) y
Schizophyllum commune (FACEN Cult.
13), correspondientes a la categoria de
hongos de pudricion blanca con
reconocidas aplicaciones biotecnolégicas.
Una seccién de 0,4 cm de didmetro de cada
una de las cepas mencionadas fue
inoculada en los diferentes medios de
cultivo, siempre en el centro de la placa.
Las muestras fueron incubadas a 28°C en
una estufa bacteriolégica modelo DHF-
9162B (Heating Incubator) durante un
periodo comprendido entre 10-24 dias.

El crecimiento de los hongos fue
estimado en base al didmetro de
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crecimiento de la colonia flngica. Se
midieron los diametros cada 24 horas, en
diferentes  angulos, tomando como
interseccién el centro del in6culo. Se
realizaron las medidas hasta cubrir el
didmetro méaximo de placa de Petri (9 cm.
de @). Se calculé la velocidad de
crecimiento y los valores obtenidos fueron
expresados en cm.dia™, segun la siguiente
expresion matematica:

_ @ (cm)

Vel = ——
t (dias)

Donde: VC es la velocidad de crecimiento;
@ el didmetro de crecimiento y t el tiempo.

La velocidad promedio se calculod
utilizando los datos obtenidos durante la
fase exponencial de crecimiento (Martinez
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et al., 2015). El estudio de los resultados se
realizd mediante un analisis de la varianza
no paramétrico (Kluskal Wallis). Todos los
analisis fueron realizados con un nivel de
significancia de 0,05 con el paquete
estadistico Infostat para Windows version
2011 (Di Rienzo et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas axénicas fueron aisladas con
éxito de Trametes versicolor, Ganoderma
australe, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus y Schizophyllum commune e
ingresadas al Cepario de FACEN (FACEN
Cult.), bajo los rétulos: FACEN Cult. 01,
FACEN Cult. 05, FACEN Cult. 08,
FACEN Cult. 11, y FACEN Cult. 13
respectivamente.

Para el ensayo de crecimiento en
medios de cultivo enriquecidos fueron
seleccionadas 3 de las 5 cepas de hongos
degradadores basadas en referencias
bibliograficas, que las mencionan como
cepas de elevado potencial biotecnolégico.
Las 3 cepas seleccionadas fueron:
Trametes versicolor FACEN Cult. 01
(Amaral et al., 2004; Krastanov, 2013),
Schizophyllum commune FACEN Cult. 13
(Tang et al., 2011; Li y Jia et al., 2008) y
Pleurotus ostreatus FACEN Cult. 11
(Yildirim, 2012; Asgher, 2012). Pleurotus
ostreatus es mundialmente conocido como
“Girgola” siendo uno de los hongos
comestibles de mayor cultivo (Ruilova y
Hernandez, 2014).

Las curvas de crecimiento micelial de
las colonias de las cepas estudiadas sobre
los diferentes medios (Fig. 2), mostraron
un buen ajuste al modelo caracteristico del

desarrollo microbiano (Madigan et al.,
2004), en donde se evidencia una primera
fase de latencia que estaria asociada a la
adaptacion al medio y la sintesis de
enzimas que permiten la degradacion y
utilizacion de los nutrientes del medio, una
segunda fase exponencial en la que se
obtiene la velocidad méaxima de
crecimiento y una tercera fase estacionaria
donde la velocidad de crecimiento
disminuye. Cabe destacar que en nuestro
trabajo el limite fisico de la placa de Petri
impide determinar si la cepa ha llegado a
su estado estacionario. Este tipo de cinética
de crecimiento estd de acuerdo con
Sarikaya y Ladisch (1997).

A partir de las cinéticas de
crecimiento podemos determinar que en
los medios agarizados, enriquecidos con
residuos agroindustriales compuestos por
aserrin de lapacho, la cepa de P.
ostreatus no logro alcanzar el maximo de
crecimiento en los 20 dias de cultivo,
ademas, se observo una fase de latencia
de 10 dias en el medio LC y 15 dias para
LP (Fig. 1A); mientras que en los medios
con aserrin de pino y los medios control
logré colonizar la placa al dia 10. En
todos los medios, la cepa de S. commune
logré colonizar la caja totalmente a partir
de los 14 dias de cultivo (Fig. 1B), y para
la cepa de T. versicolor se observé una
fase de adaptacion corta, de menos de 5
dias en los medios con lapacho, pero
logré colonizar la caja de Petri recién a
los 20 dias de cultivo, mientras que en los
restantes medios logré alcanzar el
maximo crecimiento al dia 9 de cultivo.
(Fig. 1C).
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Pleurotus ostreatus

LP
LC

D (cm)

W
=
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Schyzophyllum commune
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10 16 20

Dias

Fig. 2: Desarrollo micelial de las cepas, A. Pleurotus ostreatus, B. Schyzophyllum commune, C. Trametes
versicolor, en los siguientes medios de cultivo sélido en placa: PP (Aserrin de pino + Paja de trigo), PC
(Aserrin de pino + Bagazo de cafia), LP (Aserrin de lapacho + Paja de trigo), LC (Aserrin de lapacho +
Bagazo de cafia), M (Malta), S (Sabouraud).
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En base a la fase de crecimiento
exponencial se calcul6 la velocidad
maxima de crecimiento obtenida por las
cepas. Para T. versicolor el medio
enriquecido con aserrin de pino fue el
mas eficiente tanto con el suplemento de
paja de trigo (0,93+ 0,10 cm. dia™) como
con el bagazo de cafia (0.85 + 0,18 cm.
dia®), frente a los tratamientos con
aserrin de lapacho en donde se evidencid
un efecto inhibidor de crecimiento, 0.39
cm. dia™+ 0,06 con paja y 0.46 cm. dia™
0,04 con cafa. (Tabla 2). EI medio
sintético control Malta fue el mejor (1.21
+0,18).

El hongo comestible P. ostreatus crecio
significativamente mejor en el medio con
aserrin de pino suplementado con paja de
trigo (0.81cm. dia™+ 0,12) o con bagazo de

cafia (0.77 cm. dia’+ 0,09), en
comparacion con los medios
suplementados con aserrin de lapacho,
tanto con paja de trigo (0.20cm. dia™+
0,09) como con bagazo de cafia (0.09cm.
dia™+ 0,03) (Tabla 2).

S. commune creci6 con velocidades
entre 0,51 cm. dia®y 0.71 cm. dia™en los
distintos tratamientos. En los medios con
aserrin de pino fue donde se obtuvieron los
méas altos valores de velocidad de
crecimiento: 0.66cm. dia™+ 0,14 con pajay
0.71cm. dia™+ 0,09 con bagazo de cafia,
pero sin mostrar diferencias significativas
en el medio con aserrin de lapacho y paja
de trigo (0.63cm. dia™+ 0,12) (Tabla 2).

Tabla 2: Velocidad de crecimiento (cm. dia™) de las cepas FACENCcult. 01, 11y 13 en los diferentes medios.
Para cada cepa las medias con letras diferentes indican diferencias significativas (p > 0.05)

Cepas
Sustratos - -
Trametes versicolor Schizophyllum commune Pleurotus ostreatus

Pino/Paja 0,93+0,10° 0,66+0,14° 0,81+0,12°
Pino/Cafia 0,85+0,18" 0,71 40,092 0,77 +0,09°
Lapacho/Paja 0,39+0,06° 0,63+0,122° 0,20+ 0,09
Lapacho/Cafia 0,46 + 0,04 ° 0,51 +0,11° 0,09+ 0,032
Malta 1,21+0,18° 0,53+0,11° 0,80 +0,08"
Sabouraud 0,95+ 0,06 " 0,61 +0,09 2" 0,71+0,15"

El aserrin de lapacho utilizado como
enriquecedor del medio de cultivo, posee
un metabolito secundario mayoritario
conocido como lapachol, que ha sido

estudiado en otras  especies  de
Bignoniaceas, el cual se ha logrado
demostrar que  posee  propiedades

insecticidas, antibacterianas, antiflngicas,
anticancerigenas, antitumorales,
antiinflamatorias, contra Glceras y gastritis,
entre otras (Velasquez et al., 2006).

CONCLUSIONES

Se logr6 el aislamiento de cinco
especies de hongos bacidiomicetos,
Trametes versicolor, Ganoderma australe,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus Yy Schizophyllum commune, de
las mismas se obtuvieron cepas axénicas,
las cuales fueron ingresadas al Cepario de
FACEN (FACEN Cult.).
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En la evaluacion de los medios de
cultivos  enriquecidos con materiales
lignoceluldsicos, las combinaciones de
aserrin de Pino con Bagazo de Cafia y con
Paja de trigo constituyen una buena
alternativa para el crecimiento de los
hongos  seleccionados, ya que se
obtuvieron valores similares o incluso
mayores de velocidad de crecimiento que
los medios comerciales semi-sintéticos
utilizados; por otro lado, la combinacion
de aserrin de Lapacho con los residuos
agroindustriales mostré una inhibicién en
el crecimiento de las cepas estudiadas
excepto para S. commune el cual tuvo un
crecimiento favorable en los medios
enriquecidos con dicho sustrato.

La actividad inhibitoria que se observo
en dos de las cepas trabajadas amerita
profundizar con el estudio de los
compuestos bioldgicamente activos y su
posible aplicacion como fungicida natural.
De la misma manera resulta interesante el
aislamiento de S. commune FACEN Cault.
11 que logro crecer favorablemente sobre
este sustrato suponiendo que debe poseer
una bateria enzimatica adaptada para
degradar este compuesto naftoquinénico
(lapachol). Son estas enzimas
degradadoras de compuestos fendlicos las
de interés biotecnolégico para su
aplicacion.

Este trabajo supone el primer paso para
la formacién de un cepario de organismos
fangicos para el Paraguay. La
conservacion de estas y futuras colecciones
es necesaria para realizar investigaciones,
actividades de divulgacién, intercambios
de  especimenes con instituciones
nacionales e internacionales, ademas de ser
un reservorio de la micobiota del Paraguay
con potenciales aplicaciones en
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alimentacion,
entre otras.

La bioprospeccién de hongos para su
utilizacion en biotecnologia, implica
conocer sus necesidades nutritivas para el
buen crecimiento de las mismas. Este
trabajo plantea la posibilidad de utilizar
residuos de la industria agraria y la
maderera para el cultivo de hongos de
interés biotecnoldgico, disminuyendo los
problemas ambientales que suponen los
residuos en la actualidad.

biotecnologia, medicina,
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Coprinus comatus (O.F. Mull.) Pers. (Agaricaceae-Basidiomycota),
hongo de interés medicinal y gastronémico, nueva cita para el
Paraguay
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Coprinus comatus (Agaricaceae-Basidiomycota), hongo de interés gastronémico vy
medicinal, nueva cita para el Paraguay. Se cita a Coprinus comatus como nuevo registro para el
Paraguay. Las caracteristicas morfoldgicas distintivas de la especie son la forma del basidioma,
laminas delicuescentes, las escamas pronunciadas del pileo y las esporas oscuras con poro
germinativo. Se proporcionan datos sobre las caracteristicas morfolégicas de la especie, su
distribucion, ecologia y una discusién en torno a su taxonomia. Ademas se ilustran los caracteres
microscopicos distintivos. Se anexan fotografias del basidioma en fresco y de las estructuras
microscopicas como basidios y basidiosporas.

Palabras clave: diversidad de hongos, micobiota, Tati Yupi, taxonomia.

Coprinus comatus (Agaricaceae-Basidiomycota), mushroom of gastronomic and medicinal
interest, new record from Paraguay. Coprinus comatus is cited as new record from Paraguay.
The distinctive morphological characteristics of the species are the shape of the basidiome,
deliquescent gills, pileal scales and dark spores with germinal pore. Data on the morphological
characteristics of the species, its distribution, ecology and a discussion about its taxonomy are
provided, additionally distinctive microscopic characters are illustrated. The photographs of fresh
basidiome and microscopical structures like basidia and basidiospores are also presented.
Keywords: fungal diversity, mycobiota, Tati Yupi, taxonomy

INTRODUCCION patron de desarrollo es Unico para

Coprinus, pero no se encuentra dentro de

El género Coprinus Pers. se caracteriza todas las secciones (Buller, 1909).
por poseer basidiomas con pileo cénico o  Coprinus es considerado un grupo
campanulado, plicado estriado, cubierto polifilético (Hopple y Vilgalys, 1999;

por escamas flocosas firmemente sujetas a
la superficie, laminas anexas, adnatas y
delicuescentes. Las esporas son oscuras
con poro germinativo, lisas a raramente
rugosas o equinuladas. (Batista y Putzke,
1989). El desarrollo secuencial de los
basidios y esporas son del tipo
“inaequihymeniiferous”, caracterizado por
cuatro generaciones de basidios de
tamafios distintos a fin de facilitar la
liberacion de esporas en el himenio. Este
Steviana, Vol. 8(2), 2016 pp. 68—74.

Original recibido el 6 de julio de 2016.
Aceptado el 29 de noviembre de 2016.

Pawlik et al., 2015) y ha sido bien
estudiado mundialmente, presenta
distribucién cosmopolita (Moreno, 1976;
Orton, 1957; Bi et al., 1993, Cheesman y
Gibbs, 1908).

Coprinus comatus (O. F. Mull.) Pers. y
Coprinus sterquilinus (Fr.) Fr. forman un
clado dentro de Agaricaceae Fr. junto al
género Agaricus L. y otros grupos que
incluyen varios géneros lepiotaceos
(Redhead et al.,, 2001). C. comatus se
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caracteriza por presentar pileo cénico al
comienzo del desarrollo, abriéndose desde
el margen. En la JUltima etapa de
maduracion las hifas que forman las
laminillas del basidioma se licuan debido
al cardcter autolitico de la trama
himenoforal y producen tinta de color
negruzco caracteristico de la especie.

Con el fin de contribuir con el registro
de la micobiota del Paraguay se cita por
primera vez la especie Coprinus comatus
describiendo sus caracteres macroscopicos
y microscaépicos.

MATERIALES Y METODOS

Se analizé un ejemplar colectado en el
Refugio Bioldgico Tati Yupi,
Departamento Alto Parana (25°21'59.5"S -
54°34'47.2"W). El Refugio Bioldgico Tati
Yupi (RBTY) se encuentra localizado en el
Departamento Alto Parand, asentado en
pleno Bosque Atlantico (BAAPA). La
vegetacion predominante en la ecorregién
es de bosque subtropical semi-deciduo; se
caracteriza por presentar clima subtropical
(Placi et al., 2003).

Las descripciones macroscopicas se
basaron en material fresco, siguiendo los
lineamientos propuestos por Wright y
Albert6 (2002) y Lodge et al. (2004). Las
caracteristicas microscaépicas se
describieron a partir de cortes del material
montado en KOH al 5%, y tefiido con
floxina al 1%, rojo Congo Amoniacal,
reactivo de Melzer y analizados en
microscopio Optico (Wright y Alberto,
2002).

Se utilizaron las siguientes notaciones
al realizar las medidas de las
basidiosporas: Q= cociente entre la
longitud y el ancho de las basidiosporas,
indicado como rango de variacion; n=

ntmero de esporas medidas, N= nimero de
basiodiomas. (Niveiro et al., 2012). El
ejemplar estudiado fue depositado en el
herbario FACEN de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de Ia
Universidad Nacional de Asuncion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Coprinus comatus (O.F: Mull.) Pers., Tent,
disp. Meth. Fung, (Lipsiae): 62, 1797
=Agaricus comatus O.F. Mdll. 1780

Basidioma estipitado, anual, de hasta
150 mm de longitud. Pileo de 24 -45 mm
de diam. x 40 -120 mm de longitud,
elipsoidal a ovoide cuando inmaduro,
fusionado con el pie por el margen cuando
joven cubriendo hasta 2/3 del mismo,
expandiéndose y licuandose a medida que
madura el basidioma, cubierto en el &pice
por escamas a modo de disco de coloracién
parda. Cuticula blanca, fibrilada, con
escamas amplias verticales, escuarrosas,
blanguecinas cuando joven, castafas
cuando maduran. Himenio laminar,
laminas apretadas blanquecinas a grisaceas
cuando joven, delicuescentes y de
coloracién negruzca en la madurez.
Estipite central, hueco, de 50 mm de
longitud x 15 mm de diam., ensanchandose
hacia la base, blanguecino, cubierto de
escamas  concoloras cuando  joven
oscureciéndose al madurar. Rizomorfos
basales presentes en forma de fibras
blanguecinas. Anillo guebradizo,
concoloro al pileo. Contexto grueso en la
porcion apical del pileo adelgazando hacia
los margenes, de color blanguecino.
Basidioporas 10-11 x 7-9 um Q= 1,3; n=
30; N=1, elipsoidales a ovadas, con poro
apical germinativo, de paredes simples,
lisas, de color castafio oscuras. Basidios de
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22-32 x 10-14 um, tetrasporados,
fusiformes. Pileipellis formada por células
cilindricas de 12-29 x 9-18 pum.
Estipitipellis conformado por hifas de 5-16
um de diam., delgadas, con pared gruesa,
lisas, con septos fibulados.

Writhg y Albert6 (2002) afirman que el
C. comatus es reconocible por la forma
caracteristica del sombrero, por la que se
conoce como “apaga candelas”, Moreno y
Majon (2011) comentan que es muy facil
identificar ~ por  sus  basidiocarpos
blanquecinos de gran porte vy
delicuescencia de las laminas, también
aclaran que C. comatus es muy préximo a
C. sterquilinus, pero éste tiene un habitat
coprdfito (estiércol), los basidiomas son de
menor tamafio y las esporas de 17-23 x 10-
13 um de diam., Garcia y Sanchez (2009)
citan como especie proxima a Coprinus
atramentarius (Bull.) Fr. también conocido
como coprino entintado, se diferencia por
su habito gregario mientras que el C.
comatus crece en forma aislada o en
pequefios grupos.

En cuanto a las propiedades
medicinales Gu y Leonard (2005) reportan
actividad antitumoral del extracto del C.
comatus in vitro. Rogers (2011) comenta
gue en China es conocido como
“Maotouguisan” 'y se utiliza como
digestivo y para el tratamiento de
hemorroides, también menciona las
propiedades antibidticas de los
especimenes jévenes. Li et al. (2010) cita
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propiedades antioxidantes del extracto
alcohdlico y acuoso del pie y pileo. Otra
propiedad interesante es la de actuar como
insecticida de nematodos (Luo et al., 2004).

Habitat: Nitréfilo, saprofito, solitario o
en pequefios grupos. En primavera y otofio
en zonas ruderales.

Material Estudiado: PARAGUAY;
Departamento  Alto  Parang; Ciudad
Hernandarias; Refugio Bioldgico Tati
Yupi; 25°21'59.5"S 54°34'47.2"W; 10-1V-
2015; Campi, M. FACEN 3382.

Distribucion: C. comatus es
considerado una especie cosmopolita. Para
América del Sur se cita en Colombia para
los departamentos de Antioquia y Tolima
(Franco-Molano et al., 2010) y; en Chile
para la Regién de Los Rios y Magallanes
(Valenzuela et al., 1996; Furci, 2013). En
Argentina se registra para las provincias de
Salta, Tucuman, Catamarca, Entre Rios,
Santa Fé, Cordoba, Buenos Aires,
Mendoza, Neuquén, Rio Negro y Jujuy
(Bruno et al., 1970; Farr, 1973; Horak,
1967; Raithlhuber, 2004; Ramadori, 1985,
1992; Singer, 1953, 1954, 1969;
Spegazzini 1880, 1887, 1889, 1909, 1919,
1926a, 1926b; Writhg y Albertd, 2002;
Carrillo, 2003) y en Brasil, se cita para el
estado de Rio de Janeiro (Capelari et al.,
2015). En Paraguay se encuentra en el
Departamento Alto Parand, siendo el
primer registro para el pais.
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Fig. 1: Coprinus comatus (O.F: Mill.) Pers., A. Basidioma, B. Basidiosporas con poro germinativo, montado

en KOH, C. Basidio tetraspoérico y basidiosporas tefiidas con Rojo Congo.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas observadas en los
especimenes estudiados y comparadas con
las descritas por los autores mencionados
tales como las laminas delicuescentes,
escamas marcadas en el pileo y las esporas
oscuras con poro germinativo, concluimos
que el material estudiado de Paraguay
corresponde al C. comatus. La especie es
citada por primera vez para el Paraguay en
el Departamento Alto Parand,
constituyendo asi el primer registro para el
pais.
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Morfo-anatomia foliar y caulinar de Passiflora caerulea (Passifloraceae). Se estudio la morfo-
anatomia foliar y caulinar de P. caerulea con el objeto de identificar caracteres que permitan
reconocer a la especie. El material vegetal fue colectado en el Distrito Félix Pérez Cardozo, Dpto.
Guaird. Se realizaron observaciones directas y al microscopio estereoscopico de las partes
vegetativas y reproductivas para la caracterizacion botanica. Los cortes transversales foliares y
caulinares se realizaron con micrétomo rotatorio manual y se aplicé tincién directa con safranina
(1%), posteriormente se montaron en Balsamo de Canada. P. caerulea es una liana con tallo
pentangular, zarcillos con torsiones descomprimidas, hojas simples, alternas, tri- a pentalobada;
peciolo con glandulas estipitadas, flores solitarias y axilares. Los caracteres anatdmicos que la
distinguen estan dados por las células epidérmicas de ambas superficies con paredes celulares
onduladas, estomas y aparatos estomaticos anomociticos y parasiticos restringidos a la superficie
abaxial, mesdfilo dorsiventral, las drusas se localizan en el parénquima de la vena media y en la
vaina de los hacecillos vasculares, medula hueca, entre otros. Los detalles anatdmicos permiten
distinguir a P. caerulea.

Palabras clave: hoja, morfo-anatomia, Passiflora, tallo

Leaf and stem morpho-anatomy of Passiflora caerulea (Passifloraceae). We studied the leaf
and stem morphoanatomy of P. caerulea order to identify species specific characters. The plant
material was collected in the Felix Perez Cardozo District, Department of Guaira, Paraguay. Direct
and stereoscopic microscope observations of the vegetative and reproductive parts were carried
out for the botanical characterization. The leaf and stem cross sections were performed with a
manual rotary microtome and direct staining with safranin (1%), was applied. P. caerulea is a liana
with pentangular stem, tendrils with decompressed twisting; simple leaves, alternate, tri- to penta
lobed; petiole with stipitate glands; solitary and axillary flowers. The anatomical characteristics
found were: adaxial and abaxial epidermis with wavy edge, anomocytic and parasitic stomata type
in the abaxial face; bifacial mesophyll with dorsiventral symmetry; drusen located at the middle vein
parenchyma and at the sheath of vascular hooks; hollow medulla, and others. Anatomical details
allow ti distinguish P. caerulea.

Keywords: leaf, morpho-anatomy, Passiflora, stem
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INTRODUCCION

Passiflora L. cuenta con méas de 500
especies y es uno de los géneros mas
importantes de la familia Passifloraceae
por sus multiples aplicaciones (Killip,
1938; Baillon, 1886; Ulmer & MacDougal,
2004).

Passiflora caerulea L. es conocida
vernaculamente como “mburucuja” o
“mburucuya”. Habita en bordes de bosques,
montes y pastizales, creciendo
generalmente en asociacion con acacias y
prosopis (Deginani, 2001; Pereira Sthsner,
2015).

En Paraguay, P. caerulea se cita para
los Departamentos: Alto Paraguay,
Boquerdn, Caaguazu, Central, Cordillera,
Guaira, Misiones, Neembuct, Paraguari,
Presidente  Hayes (Deginani, 2001;
Zuloaga, 2009).

Este trabajo tiene como objetivo de
estudiar la morfo - anatomia foliar y
caulinar de P. caerulea para identificar
caracteres de valor diagnéstico y contribuir
con la caracterizacion morfo-anatomica del
género Passiflora.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material

Los ejemplares fueron coleccionados en
PARAGUAY, Departamento  Guaira,
Distrito Félix Pérez Cardozo,
especificamente en las localidades Potrero
Melgarejo (25°44°28”’S - 56°31°38”°W),
Cerrito  (25°46°10’S - 56°31°50”°W),
Cocuere Guasu (25°46°11°°S -
56°30°17°W), Estacion Costa
(25°44°177°S 56°31°8’W) y Area
Urbana (25°44°44°°S 56°31°20°W),
Cuyos ejemplares se encuentran
depositados en el herbario FACEN.
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Fitogeograficamente, Cabrera y Willink
(1980), consideran al Distrito Félix Pérez
Cardozo como parte de la Provincia
Paranense, Dominio Amazoénico de la
Region Biogeografica Neotropical de
América del Sur, que se caracteriza por la
presencia de serranias que van elevandose
hacia el este y la vegetacion predominante
es la selva subtropical o selva Paranense.

Para estudios anatémicos se tomaron
muestras de ejemplares vivos (hoja, tallo,
frutos, semillas) fijados y conservados en
FAA (Formol — Acido acético — Alcohol,
9:5:5).

Identificacion taxonémica

La especie fue identificada a través de
claves dicotomicas, de acuerdo con la
propuesta  taxonomica  del  género
Passiflora L. de Killip (1938) y revisiones
posteriores.

Caracterizacion morfoldgica

Se realizaron observaciones directas y
al fotomicroscopio estereoscapico
binocular, de los drganos vegetativos y
reproductivos.

Caracterizacion anatomica

Los cortes transversales foliares y
caulinares se realizaron con micrétomo
rotatorio manual con 16 micrones de
espesor y se aplicéd tincién directa con
safranina  (1%) vy, posteriormente se
montaron en Béalsamo de Canada
(D"Ambrogio, 1986). Los preparados
histoldgicos estdn depositados en el
Laboratorio de Recursos Vegetales
(LAREV) de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad Nacional
de Asuncion con nimero seriado L7/2015,
CT Hoja, VS Hoja, CT Peciolo, CT Tallo,
CL Tallo.
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Para determinar la naturaleza de los
cristales se colocaron unas gotas de HCI
1IN sobre cortes transversales de hoja,
peciolo y tallo, y luego de unos minutos se
observo en un microscopio Optico BH2,
marca Olympus. La disolucion de los
cristales indica que estan constituidos por
Carbonato de Calcio, caso contrario son de
Oxalato de Calcio.

Fotografias

Las fotomicrografias fueron tomadas
con camara digital MOTICAM 352
incorporada al microscopio Optico vy
editadas con el software Motic Images Plus
2.0 (Motic China Group, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Passiflora caerulea L., Sp. PI. 2. 1753.
Habito liana, generalmente glabra (Fig.
1). Tallo subangular con entrenudos 40 -
80 mm de long. Zarcillos solitarios y
axilares, mitad basal recta y con torsiones
descomprimidas en la mitad superior.
Hojas simples, alternas, tri - a pentalobada,
margen entero, tri - a pentanervada.
Lobulos oblongos de 33 - 67 mm de largo
y 11 - 28 mm de ancho, apice agudo o en
ocasiones mucronado. Hojas jévenes
generalmente simples, no lobadas, margen
entero, oblongas a ovadas. Estipulas
foliares reniformes. Peciolo de 18 - 30 mm
de long., con presencia de 2 a 4 glandulas
estipitadas, generalmente en posicién
alterna, en ocasiones opuestas. Flores
solitarias, axilares, pedinculo de 12 - 52
mm de long. Sépalos oblongo-lanceolados,
verde - claros en el envés y blanguecinos
en el haz, mucronado. Pétalos oblongos y
blanguecinos. La corola con radii en dos
series, filamentos radiados, largos, de color
lila hacia el apice, blancos en la parte

media y violeta oscuro en la base; pali con
dos serie de filamentos cortos, erectos y
capitados, blancos hacia la base y violeta
hacia el 4&pice. Opérculo membranoso.
Androginéforo de color verde, ovario de
color verde y forma ovoide, estilo verde
claro con maculas moradas, estigma
morado y capitado, antera amarilla vy
filamento verde con maculas moradas
(Figs. 2B-C). Fruto baya, ovoide, £11 cm
de diametro, verde en la inmadurez vy
naranja a la madurez, mesocarpo corchoso
y blanquecino (Figs. 1B, 2C). Semillas
numerosas (x208 semillas/fruto), castafio
oscuro en la madurez, ovado con foveas de
contorno variable en la superficie, rodeada
por un arilo rojizo (Fig. 2K).

En ciertos ejemplares se han observado
hojas trilobadas, en ocasiones bilobadas y
enteras, este Gltima presente en hojas
juveniles (Fig. 2A). Presencia de un par
glandulas esféricas sésiles, por lo general
opuestas en el borde hacia la base del
I6bulo medio, ocasionalmente se observa
la presencia de tres glandulas ubicadas
hacia la base de los Iébulos, un par se
localiza en el 16bulo medio y otra en unos
de los I6bulos laterales (Figs. 1C-F, 2E-I).
Fruto con mesocarpo corchoso, grueso y
blanguecino, el namero de semillas
reducidas a ninguna por fruto (Fig. 2J).

Un individuo presenta heterofilia, es
decir que hojas juveniles y adultas pueden
ser morfoldgicamente diferentes (Deginani,
2001; Feuillet y MacDougal, 2003). Las
variaciones en los caracteres foliares
observados, coinciden con lo mencionado
para P. caerulea por Da Costa (1980),
Cervi (1997), Deginani (1999; 2001),
Pereira Suhsner (2013), asi como la
presencia de glandulas sésiles en la base y
borde de los I6bulos (Cervi, 1997; Pereira
Suhsner, 2013).
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Fig. 1: Passiflora caerulea L. A. Porcion de rama florifera y detalle de lamina, B. Fruto, C-F. Variantes de la
lamina foliar.
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Fig. 2: Passiflora caerulea L. A. Habito, B. Detalle de la flor de ejemplares con hojas pentalobadas, C. Fruto
de ejemplares con hojas pentalobadas, D. Flor de ejemplares con variacion en la morfologia foliar, E-I.
Variantes de la l1dmina foliar, J. Fruto de ejemplares con heterofilia, ndtese el mesocarpo corchoso y grueso
con escasas semillas, K. Semilla con foveas.
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X ' : e { d >

Fig. 3: Passiflora caerulea. Anatomia foliar y caulinar, A. Epidermis adaxial, B. Epidermis abaxial, C. Corte
transversal de la Iamina foliar a la altura del nervio medio, D. Mesdfilo, E. Corte transversal del peciolo, F-G.
Corte transversal del tallo. Referencias: Ep, epidermis; Pem, parénquima en empalizada; Pes, parénquima
esponjoso; P, parénquima; Hv, Haz vascular, Xi, xilema; Fl, floema; Fi, fibras; C, colénquima; la flecha
indica cristales de oxalato de calcio tipo drusas.
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Respecto a los frutos con pocas
semillas, podria deberse al numero de
granos de polen depositados en el estigma
durante la polinizacion (Akamine &
Girolami, 1957), es decir, para mayor
nimero de semillas por fruto se requiere
mayor numero de polenes viables
depositados en el estigma.

Anatomia foliar

La epidermis es unistrata, con paredes
anticlinales de contorno lobulado (Figs.
3A-B). Las células epidérmicas de la
superficie adaxial son de mayor tamafo
con respecto a las de la abaxial, siendo la
vena media mas prominente hacia el envés
(Fig. 3C).

Estomas anomocitico 'y  aparato
estomatico paracitico estan restringidos a
la superficie abaxial, caracterizando a la
hoja como hipostomatica (Figs. 3A-B).
Este tipo de hoja fue mencionada para
otras especies del género, tales como P.
actina Hooker (Kurtz et. al., 2003), P.
palmeri Rose (Miranda, 2007), P.
guazumaefolia Juss. (Garcia et. al., 2008),
P. alata Curtis, P. edulis Sims (Pereira
Slhsner et. al., 2009), P. misera Kunth
(Pereira Siihsner, 2015).

En seccidn transversal de la semilamina,
se observa por debajo de ambas epidermis,
casquetes y/o cordones de una a dos
estratos de colénquima angular.

Se registra la presencia de cristales de
oxalato de calcio tipo drusas en el
parénquima de la vena media, asi como
también en las células parenquimatica de la
vaina gue rodea a los hacecillos vasculares.

Se ha mencionado la presencia de
cristales tipo drusas en el mesofilo de P.
palmeri Rose (Miranda, 2007), P.
guazumaefolia Juss. (Garcia et. al., 2008),
P. alata Curtis y P. edulis Sims (Pereira

Suhsner et. al., 2009), P. misera Kunth
(Pereira Siihsner, 2015), sin embargo en P.
caerulea las drusas estdn presentes en la
vaina de los hacecillos vasculares y en el
parénquima de la vena media.

El haz vascular es del tipo colateral,
coincidiendo con P. actinia Hook. (Kurtz
et. al., 2003), P. palmeri Rose (Miranda,
2007), P. alata Curtis y P. edulis Sims
(Pereira Siihsner et. al., 2009), P. misera
Kunth (Pereira Suhsner, 2015).

El mesofilo es dorsiventral con simetria
bilateral (Fig. 3D). El parénquima en
empalizada es unistrato con células en
forma de prismas rectangular y presencia
de cristales tipo drusas. El esponjoso
compuesto de 5 a 6 estratos de células mas
0 menos irregulares.

El peciolo posee contorno cilindrico en
seccion  transversal, con  epidermis
uniestratificada, subyacente a ella se
disponen bi o tri estratos de colénguima
angular, se observan drusas en el
parénquima y asociadas al haz vascular
(Fig. 3E).

Anatomia caulinar en seccion transversal
Tallo pentangular, con cinco costillas
redondeadas y valles intercostales
convexos (Figs. 3F-G). Epidermis unistrata.
Cortex constituido por colénquima angular
y tejido parenquimatico con casquetes de
fibras esclerenquimaticas. El colénquima
se observa en las costillas en tri- a
pentastratos y bi- a tristratos en los valles
intercostales. Presencia de abundantes
drusas en el cortex. Médula
parenquimatica hueca (Fig. 3G).

CONCLUSIONES

Los caracteres morfo-anatémicos
foliares y caulinares de P. caerulea
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permiten la diferenciacion con otras
especies de Passiflora. El contorno de las
células epidérmicas, el tipo de estomas, la
presencia de drusas y su localizacién son
caracteres de valor diagnostico 'y
contribuyen a la caracterizacion de la
especie.

Si bien los cristales de oxalato de calcio
de tipo drusas han sido descriptos para
varias especies de género (Miranda, 2007;
Garcia et. al., 2008; Pereira Stihsner et. al.,
2009; Pereira  Slhsner, 2015), la
localizacién de la misma varia, en P.
caerulea, pues se localizan en el
parénquima de la vena media y en la vaina
de los hacecillos vasculares.

Por otra parte, el tallo de P. caerulea
presenta medula parenquimatica hueca,
caracter ya descripto para otras especies
del subgénero Passiflora L. (Pereira
Slhsner, 2009), mientras que las especies
del subgénero Delacoba (DC.) Rchb.
presentan medula maciza (Pereira Sthsner,
2015). El tipo de medula podria ser un
caracter de relevancia taxondémica, sin
embargo, aun se requieren estudios
anatomicos en especies de los subgéneros
Astrophea (DC.) Mast. y Deidamioides
(Harms) Killip.
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Morfo-anatomia de los érganos vegetativos y arquitectura foliar de Gamochaeta americana
(Mill.) Wedd. (Asteraceae) de uso medicinal en Paraguay. Gamochaeta americana es una
hierba nativa que se distribuye en los Departamentos de Cordillera, Alto Parana y Central. Posee
interés medicinal ya que sus hojas y tallos se utilizan como antitusigeno, desinfectante y la raiz
como hemostéatico. El objetivo de la presente investigacion es describir la morfoanatomia,
arquitectura foliar y sefialar caracteres de valor diagnéstico de G. americana, procedentes de la
ciudad de Capiata, Central, Paraguay. Las muestras fueron procesadas mediante técnicas
estandares para microscopia optica. Gamochaeta americana presenta hojas simples; la superficie
adaxial es pilosa y la abaxial es blanquecina y lanosa. Desarrolla venacion pinnada. Venas
secundarias son débiles broquidrodomas. Las células epidérmicas uniestratificadas son de
contorno ondulado. Presenta tricomas glandulares y eglandulares, pluricelulares con célula apical
flageliforme. Estomas anomociticos, anfiestomatico. Los elementos de valor diagnéstico son:
arquitectura foliar y tipos de tricomas.

Palabras claves: arquitectura foliar, Gamochaeta americana (Mill.) Wedd., morfoanatomia

Vegetative organs morpho-anatomy and leaf architecture of Gamochaeta americana (Mill.)
Wedd. (Asteraceae) for medicinal use in Paraguay. Gamochaeta americana is a native herb
distributed in the Departments of Cordillera, Alto Parana and Central. It is ofmedicinal interest
because its leaves and stems are used as an antitussive, disinfectant and root as a hemostatic.
The aim of this research is to describe the morphoanatomy and leaf architecture, and to indicate
characteristics of diagnostic value of G. americana, from the city of Capiata, Central, Paraguay. The
samples were processed by standard techniques for light microscopy. Gamochaeta americana has
simple leaves; the adaxial surface is hairy and the abaxial surface is fleecy and white. It develops
pinnate venation . Secondary veins are weak and brochiodrodomous. The epidermal cells are
unistratified, with a wavy contour. It presents glandular and eglandular multicellular trichomes, with
flagelliform apical cells. Anomocytic, amphistomatic stomata. Diagnostic value elements are: leaf
architecture and types of trichomes.

Keywords : Gamochaeta americana (Mill.) Weed., leaf architecture, morpho-anatomy

INTRODUCCION familia ha sido objeto de estudios morfo-
anatomicos, citogenéticos, fitoquimicas y
Las Asteraceas conocidas también farmacolégicos. (Carlquist, 1961; Metcalfe
como Compositae, estan representadas por y Chalk, 1983; Dydak et al., 2009, Bobek
alrededor de 1600 géneros y 23.600 etal., 2015).
especies. (Panero y Funk, 2008). Esta
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El género Gamochaeta Wedd., con
aproximadamente 47 especies, distribuidas
principalmente en América del Sur. (Freire
y Iharlegui, 1997). En Paraguay habitan 7
especies, constituyen hierbas anuales o
perennes, presentan hojas alternas, de
forma espatuladas, oblanceoladas y enteras
en el margen, inflorescencias en capitulos
heterégamos, pequefios, flores dimorfas,
las del radio numerosas, femeninas y las
del disco pocas, hermafroditas. Frutos
aquenios obovados, oblongos y cubiertos
de cortos pelos dobles. (Cabrera y Freire,
1998).

Gamochaeta americana (Mill.) Wedd.,
es nativa de Paraguay Yy conocida
popularmente como “‘vira vira”. La parte
aérea es empleada en la medicina popular
en infusiones y extractos contra la gastritis,
neumonia, como antitusigeno, cicatrizante
de heridas internas, posee ademas
propiedad desinfectante y la raiz es
utilizada como hemostatica. (Cardenas,
1989; Garcia - Barriga, 1992; Ceron, 2006;
Pin et al., 2009). En Paraguay se distribuye
en los Departamentos de Cordillera, Alto
Parana y Central. (Cabrera y Freire, 1998).

Entre los antecedentes relacionados a la
anatomia de la familia se mencionan a
Solereder (1908), Metcalfe y Chalk (1950),
Uphor y Hummel (1962) que citan
caracteres anatémicos como la presencia
de cavidades secretoras, tipos de tricomas
que por su variedad de tipologia resultan
atil en taxonomia y sobre todo en el
control de calidad de hierbas, tipos de
estomas y tallos herbaceos con un anillo de
haces vasculares concéntricos cada uno
protegido por un casquete de fibras. No se
registran estudios referidos a la morfo-
anatomia y arquitectura foliar de G.
americana.

El estudio anatomico y la arquitectura
foliar constituyen importantes
instrumentos taxonémicos, que permiten la
identificacion y caracterizacion de las
especies, con lo cual se establecen patrones
micrograficos de identificacion de las
mismas.

Por lo expuesto anteriormente, el
objetivo de la presente contribuciéon es
caracterizar  la  morfo-anatomia, la
arquitectura foliar y sefialar caracteres de
valor diagnostico para G. americana
procedente de la ciudad de Capiatd del
Departamento Central, Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Disefio metodolégico

Observacional y descriptivo de cortes
transversales de hoja, tallo, raiz y
longitudinales de tallo.

Colecta de material testigo

El material se colecto en PARAGUAY;
Departamento Central; Ciudad Capiaté;
Cuarta Compafiia; 19-111-2016; colectada y
determinada por Gonzélez, F. ElI material
colectado fue depositado en el Herbario
FACEN de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, Universidad Nacional de
Asuncion.

Identificacion taxonémica

La identificacion taxondmica, se realizo
utilizando claves de identificacion
taxonomica, se utilizd6 la clasificacion
taxonémica propuesta por Cabrera y Freire
(1998), comparando con el material de
herbario y base de datos disponibles en la
web.
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Caracterizacién morfologica

Para la caracterizacion morfoldgica se
siguid la metodologia estandar, basada en
observacion directa y al microscopio
estereoscopico marca Carl Zeiss.

Caracterizacion anatémica

El material vegetal fue previamente
fijado en FAA (Formol, Acido acético,
Alcohol; 9:5:5). Los cortes transversales
foliares, caulinares y radiculares se
realizaron con micrétomo rotatorio manual,
posteriormente se aplicé tincion directa
con safranina (1%) y se monté en Balsamo
de Canada (D" Ambrogio, 1986).

Para la arquitectura foliar se diafanizé
la hoja con hipoclorito de sodio (5%),
posteriormente se realizaron tres lavados
sucesivos con agua destilada, para
finalmente tefiirlo con azul de metileno
(D"Ambrogio, 1986; Carpano et al., 1994),
la descripcion se realizd segun la
terminologia de Ash et al. (1999).

Se tomO0 10 muestras foliares, se
procedié a diafanizar y eliminar la cutina,
para la observacién de la epidermis foliar,
aplicando la técnica de Carpano et al.
(1994). Esta técnica permitio visualizar las

células y obtener valores numéricos
correspondientes a los indices de
empalizada y estomatico.
indice de empalizada

Para la determinacion del indice de
empalizada se observd la epidermis
superior  delimitando cuatro  células

epidérmicas adyacentes, y se enfoco el
parénquima en empalizada. Se realizé el
recuento de las células en empalizadas en
el &rea delimitada, posteriormente se aplicé
la formula propuesta por Zornin y Weiss,
1925, como se indica en la siguiente:
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__ N2 de células en empalizada

IE=

4 células epidérmicas

indice de estomas

Para la determinacion del indice de
estomas, se enfocd la epidermis superior e
inferior y se procedi6 al conteo, el célculo
se realizé utilizando la formula propuesta
por Salisbury (1927), como se indica:

N@ de estomas

IS 100

= P E—.d
N° de estomas + N° de cel.epidérmicas

Medicion

Las mediciones de largo-ancho de las
hojas, se realizaron con regla milimetrada
y estan expresadas en cm., se midieron 10
hojas de 5 individuos.

Las mediciones de los cortes
histoldgicos se realizaron con el softwer
MICAN version 1.6 y estan expresadas en
pm.

Fotografias

Las fotomicrografias fueron tomadas
con camara digital modelo HDCE — X5,
marca  ALLTION incorporadas  al
microscopio Optico marca OLYMPUS -
BH2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Gamochaeta americana (Mill.) Wedd.

La especie se caracteriza por ser una
hierba multicaule de 40cm de altura, tallo
cilindrico, ascendente y lanoso, hojas
alternas, con pseudopeciolo, discoloras,
verdes, pilosas en el haz y blanquecino,
lanosos en el envés, las inferiores
dispuestas en roseta de forma espatuladas,
apice obtuso y mucronado, base atenuada,
de 8 x 2,5cm; las medianas de 4 x 1,5cm y
superiores de 1,5 x 0,5cm presentan una
disposicion esparcida, obovadas,
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levemente decurrente. Inflorescencia en
capitulo formado por glomérulos en las
axilas de las hojas superiores formando
una especie de espiga, con flores
blanquecinas, las del disco tubular y las del
radio presentan estigma bifido. Estos
caracteres morfoldgicos coinciden con lo

Fig. 1: Gamochaeta americana (Mill.) Wedd., A: Habitat B. Espécimen voucher.

Arquitectura foliar

La filotaxi es decusada y alterna, cada
hoja se inserta al tallo a los 90° de los de
arriba y abajo, siendo la organizacién de la
hoja simple, no lobada y peciolo sésil. El
tamafio de la lamina (ancho x largo x 2/3)
por rango de 4rea es 176 - 932 mm? La
forma de la lamina es obovada, pues la
parte mas ancha de la hoja esta en el eje
axial, representando a la 2/5 parte de la
hoja. La lamina es simétrica, presentando
la misma forma a ambos sectores de la
vena media.

El radio de la lamina (largo: ancho) es
2: 1 -2:7. La longitud de la vena media
(I,) es de 12- 70 mm, siendo la longitud de
la extension apical (l;) y basal (l,) igual a
cero, por tanto la longitud total (L) de la
hoja es igual a la longitud de la vena media.

El &pice es apiculado, con angulo basal
de la hoja agudo (<90°) y &ngulo apical

mencionado por Cabrera & Freire (1998),
Nesom (2004), que mencionan que las
especies pueden ser reconocidas por sus
capitulos con brécteas internas agudas y
hojas  parcialmente  amplexicaule o

levemente decurrente.

o )
i-nuuuu.qlnn-an

obtuso (90° - 180°). La base es cuneada, el
margen préxima a la base y el 0,25 L no
presente curvaturas significativas (L, = 0).
La forma del apice, respecto al 25% del
apice de la lamina es convexa, el margen
proximo al &pice y del 0,75 L, la curvatura
se encuentra distante del centro de la hoja
(Ls=0). Los margenes son irregulares
desprovistas de lobulaciones.

La vena, de primera categoria presenta
una sola vena por tanto es pinnada. Las
venas secundarias son débiles
bronquidrodomas, debido a que estas estan
unidas en una serie de arcos, con intervalos
irregulares de venas secundarias. Las venas
intersecundarias son poco perceptibles. Las
de tercera categoria de vena es dicotomica
de libre ramificacion. El curso de la vena
terciaria es sinuosa, cambiando de
direccion acorde a la curvatura.
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: J
Fig. 2: Gamochaeta americana (Mill.) Wedd., A:Epidermis adaxial, B. Epidermis abaxial, C. Tricoma
eglandular, D. Corte transversal de la lamina foliar, detalle de la nervadura principal, E - F. Corte transversal
de la lamina foliar, detalle del mesofilo, G - H. Corte transversal del tallo, 1. Corte longitudinal del tallo, J.
Corte transversal de la raiz. Referencias: Ep, epidermis; Pem, parénquima en empalizada; Pes, parénquima
esponjoso; Xi, xilema; Fl, floema; Fi, fibras; C, colénquima, P, parénquima; Md, médula; la flecha indica:
elemento de vaso helicoide y la estrella: elemento de vaso anillado.
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La variabilidad del &ngulo de la tercera
vena es inconsistente, los &ngulos
terciarios varian de forma aleatoria sobre la
lamina.

Anatomia foliar

Epidermis unistrata, con paredes
anticlinales de contorno ondulado, presenta
estomas de tipo anomocitico a nivel de las
células epidérmicas en ambas epidermis,
caracterizando a la  hoja  como
anfiestomatica. A nivel de familia lo que
predomina son los tipos de estomas
anomociticos y anisociticos, en donde se
evidencia la predominancia del primer tipo
coincidiendo por lo mencionado por
Metcalfe y Chalk (1950). En tanto que en
relacion a la ubicacion de los estomas en
ambas superficies epidérmicas determina
una hoja anfiestomética coincide con lo
citado por Esau (1974) y Budel et al.
(2009).

En seccion transversal de la nervadura
central, por debajo de la epidermis se
observa de dos a tres estratos de
colénguima de tipo angular. El haz
vascular es colateral acompafiado por
casquetes de fibras esclerenquimaticas. La
nervadura central es mas prominente en la
superficie abaxial de la hoja.

El mesdfilo es bifacial con simetria
dorsiventral, constituido por parénguima
en empalizada y esponjoso. El primero se
localiza hacia la cara adaxial, formado por
1-2 estratos de células con eje mayor
perpendicular a las células epidérmicas. El
parénquima esponjoso se localiza hacia la
cara abaxial compuesta por 3-4 estratos de
células de formas redondeadas e
irregulares y con espacios intercelulares
con margen levemente revoluto.

Segin Metcalfe y Chalk (1950), el
mesofilo dorsiventral es considerado como

el patron usual la familia de
Asteraceae.

Estan presentes en ambas superficies de
la hoja dos tipos de tricomas los
eglandulares y glandulares. Los tricomas
glandulares son pluricelulares, biseriados
con células apicales redondeada. Los
tricomas eglandulares son pluricelulares,
uniseriados, con un cuerpo formado por 3-
4 células, la célula terminal sin septos,
alargados en forma de latigo y de longitud
variable.

Ambos tipos de tricomas descriptos
coinciden por la mencionado por diversos
autores en otras especies que pertenecen a
las Asteraceae, Metcalfe y Chalk (1950);
Amat (1998); Cambi et al (2006), reportan
que la presencia de tricomas eglandulares
con células flageliformes cubriendo la
superficie de las hojas, es comln en las
Asteraceas e indican que los mismos
constituyen importantes caracteres de valor
diagnostico.

para

Anatomia caulinar en seccion
transversal

Tallo de contorno redondeado unistrato
con tricomas glandulares, pluricelulares,
biseriados y eglandulares, pluricelulares
compuesta de 3-5 células y la apical sin
septos en forma de latigo, los estomas se
ubican en el mismo nivel. Por debajo de la
epidermis se observa dos a tres células de
colénguima angular, seguido de tres a
cuatro estratos de tejido parenquimatico. El
cilindro vascular forma wuna eustela
colateral abierta y separadas por células
parenquimaticas, el floema en posicion
centrifuga esta rodeado de un casquete de
fibras esclerenquimaticas y
centripetamente se observa el xilema. La
médula se presenta parenquimatica de
células redondeadas, aumentando de
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tamafio hacia la zona central caracterizada
por la presencia de cristales. Segun Nakata
(2003), la presencia de cristales puede
deberse a que la sintesis de oxalato de
calcio en el vegetal esta relacionada a la
presencia de este con el medio externo. En
seccion  longitudinal  se  observan
parénquima axial y elementos del vaso
anilladas y helicoidales.

Anatomia radical en seccién transversal
La epidermis o0 rizodermis, esta
formada por células alargadas, unistrata.
La corteza formada por tejido
parenquimatico cortical pluriestratificado,
centripetamente se observa el cilindro
vascular compuesto de floema y xilema.

Indice estomatico

El indice estomético para G. americana
medio es 12,41; con valores oscilando
entre 8,69 - 17,24 en la superficie adaxial y
en la superficie abaxial el medio es de
22,56; con valores entre 12,5 — 20.

indice en empalizada

El indice en empalizada para G.
americana medio 7,62; con valores
oscilando entre 5,75 — 8,75.

CONCLUSIONES

Los caracteres de valor diagnostico para
la  identificacion de  Gamochaeta
americana  son: tricoma  glandular
pluricelular, biseriado con célula apical
redondeada y eglandulares simples y de
tipo flageliformes, venacion pinnada y
bronquidrodomas, que  deben  ser
considerados para la identidad botéanica del
producto vegetal comercializado como
“vira vira”.

90

Los caracteres  morfo-anatémicos
foliares, caulinares y la arquitectura foliar
de G. americana son de relevancia
taxonomica para el control de calidad de
muestras comerciales.
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Efecto antimutagénico del extracto acuoso de Stevia rebaudiana Bertoni sobre mutaciones
y recombinaciones inducidas en Drosophila melanogaster. Stevia rebaudiana (Ka’'a he’e) es
muy conocida en todo el mundo como edulcorante natural, es empleada de manera tradicional en
decoctos e infusiones, principalmente como agente antioxidante, sin embargo, es desconocida la
capacidad antimutagénica de las infusiones. El estudio es experimental con disefio completamente
al azar donde se evalla la accién antimutagénica de S. rebaudiana mediante el test de mutacion
somaética y de recombinacién (SMART). Se llevo a cabo administrando el extracto acuoso de hcijas
oralmente por 24 horas a distintas concentraciones (0,001 mg.mL'l; 0,01 mg.mL'1 y 0,1 mg.mL™) a
larvas heterocigotas de Drosophila melanogaster obtenidas de cruza estandar. Agua destilada fue
utilizada como control y Ciclofosfamida 2,61 mg.mL'1 para inducir mutaciones. Los datos obtenidos
fueron analizados utilizando el Test Kastenbaum-Bowman a=8 = 0,05, nuestros resultados indican
gue el extracto acuoso posee accién antimutagénica con una inhibicién del 50% a 58% en la
incidencia total de mutaciones inducidas.

Palabras clave: antimutagenicidad, D. melanogaster, mutacién, SMART, Stevia rebaudiana

Antimutagenic effect of the aqueous extract of Stevia rebaudiana Bertoni on mutation and
recombination induced in Drosophila melanogaster. Stevia rebaudiana (Ka'a he'e) is known
worldwide as a natural sweetener, which is traditionally used in decoctions and teas, mainly as an
antioxidant agent. However, the antimutagenic action of the infusions is unknown. This study is
experimental with completely randomized design that evaluated the antimutagenic effect of S.
rebaudiana by using the somatic mutation and recombination test (SMART). It was carried out by
administering aqueous extract of leaves orally for 24 hours at different concentrations (0,001
mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, and 0,1 mg.mL-1) to heterozygous larvae of Drosophila melanogaster
obtained from standard crosses. Distilled water was used as control and Cyclophosphamide 2.61
mg.mL-1 to induce mutations. The data obtained were analyzed using the test Kastenbaum-
Bowman a=B=0.05 and our results indicate that the aqueous extract has an antimutagenic action
with inhibition of 50% to 58% in the overall incidence of induced mutations.

Key words: antimutagenicity, D. melanogaster, mutation, Stevia rebaudiana, SMART

INTRODUCCION Sudamerica (Bender et al., 2015; Mizutani

y Tanaka, 2002; Shock, 1982). Es una

Stevia rebaudiana Bertoni (Ka’a he’e)
es una planta que crece de manera silvestre
en la region de la Cordillera del Amambay
(Departamento de Amambay, Paraguay),
considerada nativa de la regi6on de

Steviana, Vol. 8(2), 2016 pp. 92-101.
Original recibido el 27 de junio de 2016.
Aceptado el 14 de octubre de 2016.

hierba perenne de unos 30-50 cm de altura
en promedio, usualmente con brotes
secundarios en la base, raices filiformes y
hojas simples, opuestas, subsésiles con
borde dentado (Kinghorn, 2002). Esta
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planta ha sido utilizada por los guaranies
como hierba dulce desde tiempos
ancestrales, sus hojas también son
empleadas para la preparacion de tés con
fines terapéuticos por sus principios
curativos (Bender et al., 2015).

Se ha reportado que la planta posee un
poder de endulzamiento de hasta 143 a 242
veces mayor que la sacarosa comun, esto
se debe a la presencia de un grupo de
moléculas en las hojas conocidas como
steviol glicésidos, los cuales con ayuda de
métodos de alta resolucion se lograron
identificar moléculas pertenecientes a este
grupo y son los Rebaudiésidos A, B, C, D,
E y F, Steviolbiésido, Dulcésido A, es
importante también destacar que este afio
se han descrito quimicamente dos nuevos
compuestos del mismo grupo encontrados
en las hojas, son los Rebaudidsidos R y
Rebaudidsidos S (Hubert et al., 2015;
Ibrahim et al., 2016; Bender et al., 2015;
Kasai et al., 1981).

Estudios in vitro realizados con
metodologias como  Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno

(ORAC), la Actividad Antioxidante
Celular (CAA) vy la lipoperoxidacion han
demostrado que los extractos acuosos de
las hojas poseen una alta actividad
antioxidante, asi como también en ensayos
in vivo llevados a cabo con ratas de
laboratorio (Mus musculus) se ha
confirmado la accion antioxidante en las
hojas de esta planta con una eficacia del
25% a 30% (Bender et al., 2015; Zayova et
al., 2013; Shivanna et al., 2013).

Estudio realizado con el ensayo de
Ames ha demostrado que el stevi6sido, a
concentraciones menores, no ejerce dafio
mutagénico en la bacteria Salmonella
typhimurium cepas TA98 vy TAL00,
tampoco se reportd deterioro genético

cromosémico remarcable en células de
cultivo celular sanguineo, aunque solo se
observo dafios mutagénicos en Salmonella
typhimurium cepa TA98 a una dosis igual
0 mayor a 50 mg/placa (Suttajit et al.,
1993).

Ademas, son conocidas por poseer otras
propiedades como su accién protectora
contra dafio hepatico y nefrético, asi como
también que el stevidsido también induce a
la vasorelajacion, lo cual contribuye con la
regulacion de la presion sanguinea,
sugiriendo su actividad hipotensora
(Shivanna et al., 2013; Liu et al., 2003;
Wong et al., 2004). Otras investigaciones
indican que el extracto acuoso de hojas de
S.  rebaudiana, posee un efecto
hipoglicémico e hipolipidémico (Assaei et
al., 2016; Ritu & Nandini, 2016).

Este estudio se realizo con el fin de
poder determinar la accion antimutagénica
del extracto acuoso de hojas de S.
rebaudiana en Drosophila melanogaster
mediante el test de mutacion somaética y
recombinaciones (SMART), ya que la
mayoria de los investigadores consideran y
sugieren que las hojas de S. rebaudiana no
son  tdéxicas, ni  mutagénicas, ni
carcindgenas (Shivanna et al.,, 2013;
Smirnova, 2000; Takahashi et al., 2001).

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras vegetales e
identificacion
Las muestras  vegetales  fueron

colectadas en la propiedad privada:
Melgarejo-Rodriguez, en el distrito de 25
de Diciembre, departamento de San Pedro,
Paraguay (24°44°33” S, 56°38°12” W). Se
colectaron ejemplares fértiles (en estado de
floracién), que fueron prensados in situ
tomandose notas del habitat y los
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caracteres morfologicos de la planta. La
identificacion taxondémica de este material
se realiz6 por un especialista del
Laboratorio de Analisis de Recursos
Vegetales de la FACEN (Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales).

Preparacion del extracto acuoso

Las muestras vegetales fueron secadas a
temperatura ambiente (19°-21° C), sin
exposicion directa a luz solar ni
sobreexposicion al oxigeno (Hostettmann
et al., 2008). Se trituraron 50 gramos de
hojas secas, y fueron mezcladas con 500
mL de agua destilada, llevandose a
ebullicion durante 5 minutos para la
obtencion de una solucién stock de 0,1
mg.mL™. La solucion se filtr6 con un
equipo filtrador con bomba de vacio XZ-
1B. Se realizaron las disoluciones seriadas
(0,01 mg.mL™; 0,001 mg.mL™) las cuales
fueron refrigeradas a 4° C hasta su
utilizacion.

Tratamiento Croénico de larvas. Test de
Mutacion Somatica y de Recombinacion

(SMART)
Se realiz6 el cruce estandar entre
hembras  virgenes de la  cepa

fir¥/In(3LR)TM3, ri p°sep 1(3)89Aa hx**
&Bd® con machos de la cepa mwh/mwh en
proporcion de 2:1, con condiciones
normales de temperatura (24° £ 2° C), en
medio ovopositor (Graf et al.,, 1984).
Pasadas 72 horas se extrajeron larvas de
segundo estadio, que fueron distribuidas en
cinco grupos de 100 larvas por unidad
experimental para ser tratadas durante 24
horas en medios instantdneos de puré de
papa rehidratados cada uno con 5 mL de
cada extracto acuoso (concentraciones de
0,1; 0,01 y 0,001 mg.mL™), 5 mL de agua
destilada como control y 5 mL de
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Ciclofosfamida 2,61 mg.mL™ para inducir
las mutaciones (Graf et al., 1984).

Pasadas 24 horas de tratamiento, las
larvas pre-tratadas fueron transferidas a
otros medios instantaneos rehidratados,
cada uno con 5 mL de Ciclofosfamida 2,61
mg.mL™, excepto el control. Este post-
tratamiento se realizé por 72 horas hasta la
eclosion de los individuos adultos.

Se seleccionaron al azar individuos
trans-heterocigotas mwh+/+flr3 de cada
tratamiento (5 individuos de cada sexo) de
los cuales se extrajeron las alas y fueron
montadas con solucion de Falire (Goma
ardbica 300 g, Glicerol 20 mL, Hidrato de
Cloral 50 g, y Agua destilada 50 mL). Las
observaciones de las alas se realizaron con
un aumento de 400X con microscopios
Opticos Motic®. Se analizaron las regiones
A B, C, C, D, Dy E de cada ala,
incluyendo los margenes que separan estas
regiones (Rodrigues de Andrade et al.,
2004).

Anélisis estadistico

Las frecuencias de las manchas
encontradas por ala fueron comparadas con
las de los testigos segun la tabla estadistica
propuesta por Frei y Wirgler (1988), que
corresponde a un modelo estadistico
Binomial Condicional (Test de
Kastenbaum-Bowman), con niveles de
significancia a = = 0,05 (Kastenbaum &
Bowman, 1970). Los graficos estadisticos
se realizaron con el software GraphPad
Prism 6.00, La Jolla California USA.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayor cantidad de clones
encontrados durante el analisis
microscopico de las alas correspondio al
tratamiento que se realizd solo con la
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Ciclofosfamida para la induccién a
mutaciones, en el cual se cuantificd un
total de 363 clones mutantes.

En aquellos grupos tratados
previamente con el extracto acuoso, se
observaron una reduccioén considerable en
el nimero de mutaciones. La cantidad total
de clones mutantes observados por
concentracion fueron los siguientes: a
0,001 mg.mL™ 153 clones; a 0,01 mg.mL™
un total de 182 clones y 0,1 mg.mL™ sumé
un total de 181 clones respectivamente
(Tabla 1).

En todos los individuos tratados se
encontraron los diferentes tipos de
marcadores mutantes, los cuales fueron
MSP (manchas simples pequefas) los
cuales se originan a consecuencia de
eventos mutagénicos como delecion,
mutaciones puntuales, o no disyunciones,
MSG (manchas simples grandes) también
originados por eventos mutagénicos como
no disyunciones, mutaciones puntuales y
deleciones; y MG (manchas gemelas) el
cual es un indicador de eventos de
recombinaciones mitéticas las cuales
pueden activar de forma inapropiada
protooncogenes promoviendo la
carcinogénesis (Marcos et al.,, 2014,
Sengstag, 1994) -Fig. 1.

La frecuencia de aparicion de clones
mutantes con Ciclofosfamida fue de 36,30,
una tasa muy alta en comparacion con la
del tratamiento con agua destilada que fue
de 1,90. El tratamiento con el extracto a
0,001 mg.mL™ fue de 15,30 con una
reduccion de 58% de Ila induccion
mutagénica; el extracto al 0,01 mg.mL™ y
el de 0,1 mg.mL™ con frecuencias de 18,20,

y 18,10 respectivamente, presentaron una
reduccion de 50%, lo que representa una
disminucién considerable en el namero de
clones mutantes. Estos porcentajes de
inhibicion  fueron mayores que las
encontradas en especies como Capsicum
annuum,  Piper  nigrum, Ravensara
aromatica 'y Ledum groenlandicum
conocidas  por  poseer  propiedades
antimutagénicas, y concuerdan con lo
observado con extractos metandlicos de
hojas, flores y raices de Stevia eupatoria y
Stevia pilosa en los cuales mediante el test
de Ames y el método DPHH se
evidenciaron acciones antimutagénicas y
antioxidantes respectivamente (EI Hamss
et al., 2003; Idaomar et al., 2002; Carifio-
Cortés et al., 2007) -Fig. 2.

El rendimiento Optimo del extracto
acuoso se  observdG a  menores
concentraciones siendo las frecuencias de
clones tipo MSP 14,30, 15,70 y 16,20 para
los tratamientos con el extracto acuoso
0,001 mg.mL?* 001 mgmL" y 0,1

mg.mL*  respectivamente, las cuales
fueron minimas comparadas con la
frecuencia del tratamiento con

Ciclofosfamida (32,10). Esta disminucion
también se observo en los clones MSG
donde las frecuencias fueron de 0,90, 2,00
y 1,60 para los tratamientos 0,001 mg.mL™,
001 mgmL* y 01 mgmL*
respectivamente. Sin embargo en los
clones MG se observaron semejanzas entre
las  frecuencias de los  grupos
experimentales y testigos siendo 0,10, 0,50
y 0,30 las frecuencias para los tratamientos
(0,001 mg.mL* 0,01 mgmL* y 0,1
mg.mL™ respectivamente).
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Tabla 1. Nimero total de clones mutantes por tratamiento.
Cantidad de

Tratamiento alas MSP MSG MG ™
Control 20 10 7 2 19
Ciclofosfamida
2,61mg.mL1 20 321 36 6 363
0,00lmg.mL1 +
Ciclofosfamida 20 143 9 1 153
2,61lmg.mL!
0,01 mg.ml1+
Ciclofosfamida 20 157 20 5 182
2,61lmg.mL!
0,1 mg.mL1+
Ciclofosfamida 20 162 16 3 181
2,61lmg.mL!

X € W L] NS A,

£ Lk &= = al¥a s ]
Fig. 1: Clones encontrados en alas de Drosophila melanogaster en tratamiento crénico, A. Manchas Simples
Pequefias (MSP), B. Mancha simple pequefia en el margen entre dos regiones del ala. C. Manchas Simples
Grandes (MSG), D. Manchas Gemelas (MG). En A-C. se observan manchas del tipo mwh, D. Se observan
manchas de tipo mwh (circulo superior) y manchas de tipo flr® (circulo inferior). Aumento (400X).
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Fig. 2: Numero total de clones mutantes encontrados en las alas de Drosophila melanogaster.

Las frecuencias de clones mutantes tipo
MSP y el total de manchas (TM) en
individuos tratados con las diluciones del
extracto foliar de S. rebaudiana, son
mayores que los encontrados en el control
debido a que la Ciclofosfamida es un
agente fuertemente mutagenico. También
se observo lo mismo con clones tipo MSG,
excepto en aquellas que fueron tratadas

con el extracto acuoso 0,001 mg.mL™,
donde se contabilizaron nimeros similares
de mutaciones. En los clones tipo manchas
gemelas (MG)  fueron  observados
cantidades semejantes de mutaciones a las
del control, sin que pueda evidenciarse
diferencias estadisticas significativas
Tabla 2.

Tabla 2: Analisis estadistico del potencial antigenotéxico del extracto acuoso de Stevia rebaudiana (Bertoni)

en adultos trans-heterocigotas mwh-+/+flIr,

Cant. MSP MSG MG ™ Inhibicién
Tratami de (1-2 calsy (2 céls)b b
ratamiento — = = _ (%)
alas m=2 m=35 m=35 m=2
Control 20 100 (10) 0.70  ©7 020  (02) 1.90 (19 _
fﬂ'g“_';‘;_‘jfm'd" 6L 310 (21) + 360 (36) + 060 (06) i 3630  (363) + _
0,00lmg.mL1+
Ciclofosfamida2,61 20 1430 (143) + 090 (09 i 010 (01) i 1530  (I153) + 58
mg.ml?
0,01l mg.mL1+
Ciclofosfamida2,61 20 1570  (157) + 200 (20) + 050 (05) i 1820  (182) + 50
mg.mL-!
0.1 mg.mI 1+
Ciclofosfamida2,61 20 1620 (162) + 160 (16 + 030 (03) i 1810  (I181) + 50
mg.mL-!

a. Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wurgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
m, factor de multiplicaciéon a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de

significancia a = 8 = 0,05
b. Incluso las manchas simples flr® raras.

c. Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.
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Los eventos antimutagénicos 'y
antioxidantes se deben principalmente a la
presencia de moléculas del tipo fendlicas,
estos son productos del metabolismo
secundario y se encuentran distribuidas en
casi todos los oOrganos vegetales (Mesa-
Vanegas et al., 2010). EI mecanismo por el
cual el extracto acuoso de las hojas de S.
rebaudiana puede actuar sobre el
mutageno antes de que éste pueda afectar
al ADN, es a consecuencia de la presencia
de sustancias que poseen actividades
antioxidantes y por ende son considerados
desmutagenos, esto concuerda  con
resultados obtenidos en ensayos in vitro e
in vivo realizados con hojas de Stevia
rebaudiana, asi también con especies
emparentadas como Stevia eupatoria vy
Stevia pilosa (Carifio-Cortés et al., 2007;
Kada et al., 1985; Shivanna et al., 2013;
Zayova et al., 2013).

En el caso de la S. rebaudiana podria
atribuirse a la presencia de polifenoles, que
se encuentran presentes en las hojas de la
mismas, encontrdndose en  mayores
concentraciones los derivados de Acido
hidroxibenzoico (Acido 4-O-cafeoilquinico,
Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico y Acido

4,5-di-O-cafeoilquinico), Acido
clorogénico,  quercetin  3-o-xylosido,
Apigenin-7-O-glucosido,  Acido  3,4-
Dimetoxicinamico, Luteolin 7-O-

rutinosido, los cuales una vez disueltos a
altas temperaturas en solvente acuoso,
tienen la propiedad de interaccionar con
radicales libres y moléculas mutagenas
reduciendo de esta manera la actividad y el
dafio que puedan ocasionar al material
genético (Bender et al., 2015; Shivanna et
al., 2013; Bailey & Bailey, 1998; Kuroda
& Hara, 1999).
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CONCLUSION

Los resultados encontrados  nos
sugieren que la decoccidn de las hojas de S.
rebaudiana a diferentes concentraciones
genera una interferencia sobre la accion
mutagénica de la  Ciclofosfamida
constituyéndose de esta manera en
desmutageno de buena eficacia, sustentado
asi los resultados encontrados por
Shivanna et al. (2013) y Zayova et al.
(2013) quienes demostraron mediante
bioensayos en ratas de laboratorio (Mus
musculus) y el método de malondialdehido
que las hojas de S. rebaudiana obtenidas
tanto naturalmente como in vitro poseen
actividades antioxidantes.
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