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Explorando las propiedades de la funga neotropical: perfil quimico, actividades antioxidantes
y antimicrobianas de Stiptophyllum erubescens (Berk.) Ryvarden. Striptophyllum erubescens
es un basidiomiceto neotropical distribuido ampliamente en Sudamérica. Sin embargo, no se han
encontrado registros de sus actividades bioldgicas, por lo que esta investigacion constituye el pri-
mer estudio del perfil quimico y las propiedades antioxidante y antimicrobiana de S. erubescens. Se
obtuvo un extracto crudo etandlico y fracciones con disolventes de distintas polaridades (hexano,
éter etilico, acetato de etilo y residuo acuoso) del basidioma silvestre. Se realiz6 la cuantificacion de
compuestos fendlicos y el ensayo de DPPH. Se analiz6 la composicion de las fracciones con mayor
concentracion de fenoles y antioxidantes mediante GC-MS. Finalmente, la actividad antimicrobiana
se evalu6 mediante el test de discos de difusién. La mayor concentracion de compuestos fendlicos
y antioxidantes (172 + 4 mg EAG g' y 185 mg EAA g, respectivamente) y actividad antioxidante
(85%) se obtuvo en la fraccion de acetato de etilo. Para las fracciones éter etilico y acetato de etilo,
se determinaron por GC-MS alcanos y sus derivados, acidos grasos, alcoholes grasos, fenoles, y un
derivado del benzofurano. Se reporta por primera vez en un basidiomiceto el 5-metil-1-(2, 6, 6-tri-
metilciclohexa-2,4-dien-1-il) hexa-1,4-dien-3-ona. Ni el extracto crudo ni las fracciones presentaron
actividad antimicrobiana.

Palabras claves: antimicrobianos, compuestos fendlicos, metabolitos secundarios

Exploring the properties of neotropical funga: chemical profile, antioxidant and antimicrobial
activities of Stiptophyllum erubescens (Berk.) Ryvarden. Striptophyllum erubescens is a neotropi-
cal basidiomycete widely distributed in South America. However, no records of its biological properties
were found. Therefore, this work constitutes the first study of the chemical profile and of the antioxidant
and antimicrobial properties of S. erubescens. A crude ethanolic extract and fractions with solvents
of different polarities (hexane, ethyl ether, ethyl acetate, and aqueous residue) were obtained from
wild basidiomata. Total phenols content and DPPH assays were performed. GC-MS was deployed
to analyze the chemical composition of the fractions with the highest concentration of phenolic and
antioxidant compounds. Antimicrobial activity was evaluated through the disk diffusion test. The ethyl
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acetate fraction obtained the highest concentration of phenolic and antioxidant compounds (172 + 4
mg GAE g, and 185 mg AAE g, respectively), and antioxidant activity (85%). Alkanes and their de-
rivatives, fatty acids, fatty alcohols, phenols, and a benzofuran derivative were found through GC-MS
in the ethyl acetate and ethyl ether fractions. For the first time in a basidiomycete, 5-methyl-1-(2, 6,
6-trimethylcyclohexa-2,4-dien-1-yl)hexa-1,4-dien-3-one is reported. Neither crude extract nor fractions

showed antimicrobial activity.

Keywords: antimicrobials, phenolic compounds, secondary metabolites

INTRODUCCION

Los productos naturales han sido utilizados
durante siglos, no obstante, el inicio del estudio
formal de las propiedades bioldgicas y quimicas
de los hongos se realiz6 en las ultimas décadas
(Zeb y Lee, 2021). En la historia evolutiva del
hombre, en varias culturas alrededor del mundo,
los hongos basidiomicetos han sido utilizados
como fuente de comida y medicina; en la ac-
tualidad son considerados alimentos nutritivos
y beneficiosos para la salud humana, al poseer
compuestos bioactivos y presentar sabores uni-
cos (Chang y Wasser, 2012; Lu et al., 2020, Zeb y
Lee, 2021). Los compuestos bioactivos de interés
caracterizados en los hongos basidiomicetos son:
polisacaridos, glicoproteinas, acidos grasos insa-
turados esenciales (palmitico, oleico y linoleico),
compuestos fenolicos, esteroles de importancia
(ergoesterol), proteinas bioactivas (enzimas, lec-
tina, ergotioneina) y vitaminas (tiamina, ribofla-
vina, acido ascorbico, niacina y tocoferol) (Ma et
al., 2018; Lu et al., 2020). Algunos de los benefi-
cios medicinales de los hongos reportados aluden
a las propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
anticancerigenas, potenciadores del sistema in-
munitario, antivirales, antihiperlipidiantes, anti-
parasitarias y antiinflamatorias (Wasser, 2017).

El género Stiptophyllum fue erigido para
acomodar a la especie Stiptophyllum erubescens
(Berk.) Ryvarden (Campos-Santana y Loguer-
cio-Leite, 2008). Esta especie se caracteriza por
presentar basidiomas estipitados, pileo y estipite
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tomentoso, superficie himenial lamelar, sistema
hifal trimitico y basidiosporas cilindricas hialinas
e inamiloides (Ryvarden, 1973). Stiptophyllum
erubescens es endémica de la region del neotro-
pico y ha sido reportada para Bolivia, Colombia,
Peru, Venezuela, Guyana, Argentina, Paraguay y
Brasil (Fidalgo, 1968; Ryvarden, 1973; Ryvar-
den, 1991; Singer, 1975; Wright y Deschamps,
1977; Bononi, 1992; Ryvarden y Iturriaga, 2001;
Popoff, 2003; Gibertoni et al., 2004; Drechs-
ler-Santos, 2005; Campos-Santana y Loguer-
cio-Leite, 2008).

El estudio de la quimica de los hongos en
Sudamérica se encuentra subdesarrollado, no se
han encontrado antecedentes bibliograficos acer-
ca de la caracterizacion quimica y biologica de
S. erubescens, sin embargo, en el Paraguay se ha
reportado el perfil quimico y bioldgico prelimi-
nar para la especie Gloeophyllum striatum, un
género cercano de Stiptophyllum (Campi et al.,
2019). Con el avance del estudio taxonoémico, la
resolucion de conflictos sistematicos y el descu-
brimiento de nuevas especies de macrohongos
en el neotrdpico, surge la necesidad de integra-
cion de areas de estudio, con el fin de consoli-
dar el analisis interdisciplinario de la Funga de
la region, en busqueda de recursos enddgenos
utiles para el hombre. Siguiendo con la linea de
investigacion que trata de la exploracion de las
propiedades de los hongos nativos del Paraguay,
la hipoétesis presentada es que el género Stipto-
phyllum posee propiedades bioldgicas, por ende,
el objetivo principal del trabajo fue la caracteri-



zacion quimica y el analisis de las propiedades
biologicas (antioxidantes y antimicrobianas) de
la especie endémica S. erubescens.

MATERIALES Y METODOS

Determinacion taxonomica de la especie

Las muestras fueron colectadas en el Par-
que Nacional Ybycui, Departamento Paraguari
(25°40°33”°S 56°55’10”W), el 14 de mayo del
2019. La referencia de herbario fue depositada en
el Herbario de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales FACEN N°4378 (MC421). La especie
fue identificada de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas y microscopicas.
Para los analisis microscopicos se realizaron cor-
tes a mano alzada del basidioma maduro y fueron
montadas en hidroxido de potasio acuoso (2%),
para la tincion de las estructuras microscopicas,
se utiliz6 Floxina y Rojo Congo y para las re-
acciones quimicas se utilizo reactivo de Melzer,
siguiendo los lineamientos de Robledo et al.
(2020).

Extraccion

La extraccion se realizé mediante maceracion
exhaustiva del basidioma seco pulverizado con
etanol al 96%, bajo agitacion periodica, durante
un periodo de 48 horas, luego cada 24 horas has-
ta completar 3 extracciones. Se filtro el extracto
y se evapord el disolvente con rotavapor (Rotav,
China) hasta la obtencion del extracto crudo, el
cual fue almacenado en frasco de vidrio a 4+0,5
°C hasta su utilizacion (Tiwari et al., 2011 con
modificaciones). Para las fracciones, 3 g del ex-
tracto crudo se suspendieron en 200 mL de agua
destilada y se sometié a una extraccion secuen-
cial liquido-liquido con hexano, éter etilico y
acetato de etilo (3x100 ml cada uno).

Ensayos cualitativos
Las pruebas cualitativas se realizaron segun
la metodologia descrita por Tiwari et al. (2011)
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con algunas modificaciones. Se prepararon so-
luciones del extracto etandlico las cuales se
sometieron a las siguientes pruebas: Dragen-
dorff, Wagner y Mayer para alcaloides; Lieber-
mann-Burchard y Salkowski para triterpenos y
esteroides; y Fehling para azucares reductores.
Cada prueba se realizo por triplicado y se compa-
r6 con una muestra control positiva (codeina para
alcaloides, colesterol para triterpenos y esteroi-
des, glucosa para azucares reductores) y negativa
(disolvente). Se utilizdo como criterio de evalua-
cion de los resultados, con relacion al control po-
sitivo, lo siguiente: (+) = coloracion tenue, (++)
= coloracién media, (+++) = coloracion intensa,
(-) = sin cambio de coloracion.

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

La concentracion de fenoélicos totales se de-
termin6 de acuerdo al método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (Turkoglu et al., 2007 con modi-
ficaciones). Se prepar6 una solucion metandlica
del extracto crudo de 1 mg mL"' de concentra-
cion, y se transfirieron 200 pL de esta a un ma-
traz aforado de 10 mL. Seguido, se le agregaron
al matraz 2 mL de agua destilada y 200 pL del
reactivo Folin Ciocalteu 2N; la mezcla fue ho-
mogeneizada y guardada por 5 minutos en os-
curidad, luego se adicionaron 1,5 mL de una
solucion de carbonato de sodio al 20%, y cada
matraz fue llevado a volumen con agua destilada.
Como blanco se utilizaron 200 uL de metanol tra-
tado con el mismo procedimiento. Las muestras
fueron homogeneizadas y después de 1 hora de
reposo en la oscuridad se leyo la absorbancia a
760 nm en un espectrofotometro utilizando una
celda de 1 cm de paso optico (GENESYS 140
Vis de Thermo Scientific). Para construir la curva
de calibracion se utilizé solucion de acido galico
de concentracion 1 mg mL' (Sigma-Aldrich®), a
partir de la cual se tomaron alicuotas para obtener
soluciones con concentraciones comprendidas en
un rango de 0,5 a 10 ug mL"' en matraces de 10
mL (enumerados), los cuales recibieron el mismo
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tratamiento que el extracto crudo. La concentra-
cion de compuestos fendlicos totales se informa
a partir de la curva de calibraciéon como equi-
valentes de acido galico por gramo de extracto
(mg EAG g'). La determinacion se realizd por
triplicado y los resultados se expresaron como la
media + desviacion estandar (DE).

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se determind mediante el método de absor-
bancia de radicales DPPHe segun Campi et al.
(2021). Del extracto crudo se prepararon 10 mL
de una solucién metanolica de concentracion 1
mg mL"', de la cual se tomaron 100 pL que se
adicionaron a 3,9 mL de solucion metandlica del
radical DPPHe (Merck) (0,02 mg mL™"), como
control negativo fueron utilizados 100 pL de me-
tanol adicionados a 3,9 mL de solucién metano-
lica del radical DPPHe. La muestra fue homoge-
neizada y se dejo reposar en oscuridad durante
1 hora. La reduccién del reactivo se evidencié a
simple vista por el cambio de coloracion de vio-
leta oscuro a amarillo claro. Cuantitativamente
el cambio de absorbancia fue medido con un es-
pectrofotdmetro UV-VIS (Thermo SCIENTIFIC
Modelo Genesys 10S) a 517 nm. Para la curva
de calibracion se utilizé solucion metandlica de
acido ascorbico con una concentracion de 1mg
mL", a partir del cual, se prepararon diluciones
en un rango de 10 a 100 ug mL"!, de cada dilucion
se tomaron 100 pL que recibieron el mismo tra-
tamiento que la muestra. Con los resultados de la
curva se determind la concentracion equivalente
de acido ascorbico. La concentracion de com-
puestos antioxidantes totales se informa a partir
de la curva de calibracion como equivalentes de
acido ascorbico por gramo de extracto (mg EAA
g"). La determinacion se realiz6 por triplicado
y los resultados se expresaron como la media
+ desviacion estandar (DE). Para el céalculo del
porcentaje de actividad se empled la siguiente
formula:

©® ® Mancuello, C. et al. Perfil quimico, actividades antioxidantes y antimicrobianas de

_ ADPPH—ASoluci('m

A x 100

ADPPH

Donde A, Y A, SON la absorbancia del

radical DPPH vy la solucion respectivamente.

Determinacién de compuestos por Cromato-
grafia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MYS)

El analisis por cromatografia de gases acopla-
da a espectrometria de masas (GC-MS) se realiz6
en un equipo Shimadzu Modelo 2010 Plus para
las fracciones con mayor contenido de fenoles to-
tales y antioxidantes. Se utiliz6 una columna ca-
pilar con soporte de silica fundida columna SLB-
S5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) y Helio como
gas de arrastre con una pureza de 5,0 y a un flujo
en columna de 0,87 mL min'; el espectrometro
de masas estaba equipado con una fuente de io-
nizacion de 70 eV y un filamento de 60 um man-
tenido a 300°C. La temperatura vari6é desde 90°C
hasta 310°C a 10°C por minuto. Condiciones del
horno de la columna: inicial a 60°C por 4 minu-
tos, luego un calentamiento a razoén de 6 °C/min
hasta los 280°C y a esta temperatura permanecio
constante por 20 min; tiempo total de analisis es
de 60 min; puerto de inyeccion a 250°C; modo
de inyeccion Splitless relacion 20:1; volumen
de inyeccion fue de 1 pL; sistema de deteccion
por espectrometria de masas en modo full scan
55 — 550 m/z con una temperatura de la fuente de
250°C y una temperatura de la linea de transfe-
rencia de 250°C. El porcentaje de homologia para
la identificacion de los compuestos con la libreria
National Institute of Standards and Technology
(NIST) fue de minimo 80%.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana
La actividad antimicrobiana se determi-
nd por el método de disco difusion modificado



de Bauer et al. (1966). Utilizando metanol p.a.
como disolvente, se prepararon dos concentra-
ciones distintas del extracto fungico, 10 mg mL!
y 50 mg mL"', y una sola concentracion para las
fracciones, 1 mg mL"'. Como control negativo
se uso el disolvente y como positivo (inhibicion
del crecimiento) los antibioticos Meropenem (50
mg mL™") para bacterias Gram negativas, Cipro-
floxacina (25 mg mL™!) para bacterias Gram posi-
tivas y Nistatina (20 mg mL™") para hongos. Los
discos de papel estériles (discos blanco de 6 mm
de diametro, LIOFILCHEM®) se impregnaron
con 10 pL de las soluciones a probar (extractos,
fracciones, controles) y se dejaron secar has-
ta la completa evaporacion del disolvente. Los
microorganismos de prueba fueron Escherichia
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coli WDCM 00012, Salmonella enterica WDCM
00031, Pseudomonas aeruginosa WDCM 00026,
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705, Ente-
rococcus faecalis WDCM 00087, Staphylococ-
cus epidermidis WDCM 00036, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Candida albicans WDCM
00054. De los mismos, se prepararon en Caldo
Mueller-Hinton estéril (MHB) (OXOID, 21 g
L), indculos ajustados a la turbidez de 0,5 Mc-
Farland (10* UFC mL"') mediante un densitome-
tro (DEN-1 Biosan). La inoculacion se llevo a
cabo con hisopo en placas con medios estériles,
Agar Mueller—Hinton (MHA) (OXOID, 38 g L)
para bacterias y Agar Sabouraud Dextrosa (SDA)
(MERCK, 65 g L") para Candida. Se colocaron
los discos sobre la superficie del agar y se dejaron

Figura 1. a y b) Stiptophyllum erubescens basidioma maduro fresco. ¢) Seccion transversal del basidioma. d) Himeno6foro

lamelar
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reposar 15 minutos para la difusion de los antimi-
crobianos. Las placas se incubaron en posicion
invertida a 37 °C durante 18-24 horas (35°C du-
rante 20-24 h para Candida) y se midieron los
diametros de las zonas de inhibicion. Cada prue-
ba se realiz6 por triplicado y los resultados se ex-
presaron como el promedio del diametro de los
halos de inhibicion para cada tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Taxonomia

Los caracteres morfologicos macro y micros-
copicos observados coinciden con las descripcio-
nes bibliograficas (Campos-Santana y Loguer-
cio-Leite, 2008). Macroscopicamente, la especie
se caracteriza por presentar basidiomas pileados
(Figura 1), estipite central duro, inicialmente
velutinoso a longitudinalmente sulcado, un pseu-
doesclerocio en la base y el cambio de colora-
cion del pileo al contacto con una solucion basica
(KOH 3%) (Ryvarden, 1973). Microscopicamen-
te se caracteriza por el sistema hifal trimitico y
basidiosporas de 9-12 x 3—4(—5) um, cilindricas
a elipsoide, hialinas a levemente amarillentas, de
pared delgada, inamiloides (Campos-Santana y
Loguercio-Leite, 2008).

Ensayos cualitativos
Del analisis cualitativo del extracto crudo
de Stiptophyllum erubescens (Tabla 1), se obtu-

©® ® Mancuello, C. et al. Perfil quimico, actividades antioxidantes y antimicrobianas de

vieron resultados positivos para triterpenos, es-
teroides y azucares reductores, y negativo para
alcaloides. No se encontraron registros biblio-
graficos sobre el perfil cualitativo de metabolitos
secundarios de la especie en estudio, sin embargo
se ha reportado la presencia de compuestos terpe-
noides y alcaloides para la especie Gloeophyllum
striatum, una especie filogenéticamente cercana
(Campi et al., 2019).

Fenoles totales y actividad antioxidante

Las mayores concentraciones de compuestos
fenolicos totales (CFT), concentracion y activi-
dad de compuestos antioxidantes (CAA) se ob-
tuvieron en el extracto crudo y fraccidon de ace-
tato de etilo (Tabla 2). Con respecto a la CFT los
valores registrados fueron de 132 mg EAG g'y
172 mg EAG g respectivamente, para la CAA
se obtuvieron valores de 84 mg EAA g’ con 57%
de actividad y 185 mg EAA g'y 85%. Se ob-
serva una correlacion directa entre el contenido
de fenoles totales y la actividad antioxidante. No
se encontraron referencias bibliograficas sobre la
cuantificacion de compuestos fenolicos y antioxi-
dantes para la especie S. erubescens, sin embar-
go, se reportaron valores menores para especies
cercanas. Se describe una CFT de 17+ 2 mg EAG
g para el extracto etanodlico de Gloeophyllum
striatum (Campi et al., 2019) y 20 + 2 mg EAG
¢! para el extracto de Gloeophyllum sepiarium
(Sulkowska-Ziaja et al., 2012). Con respecto a la

TABLA 1. Resultados de los ensayos cualitativos del extracto etanolico de Stiptophyllum erubescens

Grupo Prueba

Extracto etandlico

Dragendorff
Wagner
Mayer

Alcaloides

+++

Liebermann-Burchard

Triterpenos y esteroides Salkowski

Azucares reductores Fehling

et

++

(+) Coloracion tenue, (++) Coloracion media, (+++) Coloracion intensa, (-) Ausencia
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TABLA 2. Resultados de la evaluacion de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante
realizados al extracto crudo y fracciones de Stiptophyllum erubescens

- A Actividad
Extracto y fracciones Compuestos_flenollcos Ant10x1d_z:ntes antioxidante

(mg EAG g" £ DE) (mg EAA g + DE) (% + DE)
Extracto crudo 132+£2 84+2 57+2
Fraccion hexano (H) 12£2 9+1 2+0
Fraccion éter etilico (EE) 52+1 78+£2 38+1
Fraccion acetato de etilo (AE) 172+ 4 185+0 85+ 0
Fraccion residual acuosa 301 371 17+1

EAG = Equivalente a acido galico; EAA = Equivalente a acido ascorbico; DE = Desviacion estandar

CAA, se reportaron valores de 10 + 1 mg EAA
gy 7% de actividad para Gloeophyllum striatum
(Campi et al., 2019).

Compuestos determinados por GC-MS

En la fraccion éter etilico (EE) se detectaron
16 compuestos (Tabla 3). Se encontr6 un deri-
vado del benzofurano, el 2,3-dihidrobenzofura-
no (Figura 2a), este grupo se caracteriza por sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas y an-
ticancerosas (Miao et al., 2019; Khatana y Gup-
ta, 2020). Otra molécula detectada fue el acido
cinamico (Figura 2b), reportado entre los com-
puestos fendlicos mas abundantes para la especie
Ganoderma Ilucidum (Heleno et al., 2012), ade-
mas de otras especies de macromicetos (Barros
et al., 2009). También se confirma la presencia de
1-nonadeceno compuesto con actividad antimi-
crobiana (Balachandar et al., 2018; Chowdhary
y Kaushik, 2018) y 1-heptacosanol para el cual
se informa actividad antimicrobiana y antioxi-
dante (Imada, 2005). Se reporta por primera vez
para un basidiomiceto la presencia de 5-metil-1-
(2,6,6-trimetilciclohexa-2,4-dien-1-il)hexa-1,4-
dien-3-ona, un sesquiterpeno aislado anterior-
mente de las hojas y ramas de Flourensia cernua
DC; la naturaleza y actividad de este compuesto
ain no han sido descritas (Jasso de Rodriguez

et al., 2017), sin embargo, se ha comprobado la
actividad antimicrobiana de sesquiterpenos en
aceites esenciales del género de plantas Stachys
(Goren et al., 2011).

Para la fraccion de acetato de etilo (AE) se
determinaron 17 compuestos (Tabla 4), entre los
que se encuentran los anteriormente menciona-
dos para EE (2,3-dihidrobenzofurano, 4cido cina-
mico, 1-nonadeceno y 1-heptacosanol) y el acido
9,12-octadecadienoico (acido linoleico), para el
cual se ha reportado que tienen actividad anti-
microbiana (Wei et al., 2011) y es un importante
acido graso esencial -6 presente en la mayoria
de las especies de hongos (Sande et al., 2019).
Si bien por el método colorimétrico se informa
una presencia considerable de compuestos feno-
licos para la fraccion AE, en el analisis de GC-
MS solo se logr6 detectar acido cindmico, esto
podria deberse a la alta polaridad y baja volati-
lidad de los fenoles que dificultan su estudio por
GC-MS. Respecto a los triterpenos y esteroides,
estas no se detectaron en las fracciones EE y AE,
probablemente fueron extraidas en su mayoria en
la fraccion hexanica al ser afines a los disolventes
apolares, ademds de ser también compuestos de
baja volatilidad.

11



©® ® Mancuello, C. et al. Perfil quimico, actividades antioxidantes y antimicrobianas de
Stiptophyllum erubescens

TABLA 3. Perfil cromatografico de las moléculas determinadas de la fraccion éter etilico de Stipto-
phyllum erubescens

% % Tiempo de

Homologia PM ™M Abundancia Retencion (min) Molécula
92 140 CioHzo 3,18 7,248 5-Deceno
94 140  CioHo 1,64 8,701 5-metil- 4-Noneno
91 172 C;1H240 1,06 12,828 1-Undecanol
98 168 C12Hoa 6,58 14,545 1-Dodeceno
92 120 CsHsO 1,64 15,453 2,3-dihidrobenzofurano
92 196 Ci4Has 1,58 16,513 3-Tetradeceno
92 154 Ci1Ha 1,79 18,257 1-Undeceno
97 196 Ci4Hos 15,59 19,330 1-Tetradeceno
97 148  CoHgO, 3,66 20,457 Acido Cinamico
97 227  CisHsN 2,44 25,722 N,N-dimetil-1-Tridecanamina
97 238 Ci7H34 13,45 27,247 1-Heptadeceno
96 266 CioH3s 9,99 30,623 1-Nonadeceno
92 308 CyH3602 1,05 33,222 9,12-Octadecadienoato de etilo
96 354  Cy4Hs0O 5,44 33,699 1-Tetracosanol
95 396 C,H,O 2,64 36,522 1-Heptacosanol
0 om0 cuko 12 wew  JPGecemiddies
A 0 B
\ o)
OH

Figura 2. Estructura quimica de: A) 2,3-dihidrobenzofurano y B) Acido cinamico.
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TABLA 4. Perfil cromatogréfico de las moléculas determinadas de la fraccion acetato de etilo de

Stiptophyllum erubescens

Tiempo de
% Homologia PM FM % Abundancia  Retencién Molécula
(min)
91 140 CioHzo 3,05 7,249 5-Deceno
94 140 CioHao 1,64 8,703 5-metil-4-Noneno
91 140 CioHao 1,02 9,077 4-Deceno
98 168 CioHa 0.92 12,827 Efflloirlggzgé
97 168 CioHos 5,78 14,550 1-Dodeceno
91 120 CsHO 1,09 15,461 2,3-dihidrobenzofurano
91 196 Ci4Hzg 1,39 16,514 3-Tetradeceno
94 196 CiaHos 1,55 18,258 I,1,2-trimetil-
Cicloundecano
97 182 Ci3He 12,99 19,332 1-Trideceno
98 282 Ci3H340; 2,50 20,425 Acido Cinamico
97 266 Ci9Hss 11,56 27,248 1-Nonadeceno
93 256 Ci16H3202 1,64 30,161 Acido n-Hexadecanoico
34 208 C1sHss0, 13,64 30,625 14-met11—Hee>f[;11c(1)ecanoato de
96 280  CisH3O; 1,10 32,858 Acido 9,12-
Octadecadienoico
93 308 Ca0H3602 10,07 33,224 Linoleato de etilo
95 396 Cy7Hs60 5,16 33,697 1-Heptacosanol
96 354 Ca4H500 2,47 36,520 Alcohol Lignocérico

Actividad antimicrobiana

A pesar de la deteccion de compuestos an-
timicrobianos previamente citados en la biblio-
grafia (2,3-dihidro-benzofurano, acido cinamico,
sesquiterpenos) (Jasso de Rodriguez et al., 2017,
Miao et al., 2019; Khatana y Gupta, 2020), el en-
sayo preliminar de propiedades antimicrobianas
con la técnica de disco difusion reportd resulta-
dos negativos para el extracto crudo y las fraccio-
nes ensayadas de la especie S. erubescens. Esta
técnica puede verse afectada por la polaridad y
el peso molecular de los compuestos, siendo los
menos polares y los de alto peso molecular los
que difunden mas lentamente en medios basados
en agar (Humphries et al., 2013; Moreno et al.,
2006). No se encontraron registros bibliografi-
cos acerca de las propiedades antimicrobianas

de la especie S. erubescens, sin embargo, espe-
cies cercanas como Gloeophyllum odoratum 'y
Gloeophyllum sepiarium presentaron actividad
antimicrobiana contra varias cepas de bacterias
y hongos, entre ellas Staphylococcus aureus y
Candida spp (Ranadive et al., 2013; Lira et al.,
2020).

CONCLUSIONES

El estudio de los hongos, desde el punto de
vista taxonomico, quimico y biologico, se en-
cuentra subdesarrollado en el neotropico. Stip-
tophyllum erubescens es endémica de la region
neotropical y se describe por primera vez desde
el punto de vista quimico y bioldgico. Los ensa-
yos cualitativos revelaron la presencia de triter-
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penos, esteroles y azucares reductores, ademas se
cuantificé el contenido de compuestos fenoélicos,
siendo el mas elevado 172 + 4 mg EAG g' para
la fraccion de acetato de etilo (AE), que también
presento la actividad antioxidante mas alta, con
185 mg EAA g'y 85% de actividad, observan-
dose una correlacion directa entre el contenido de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante.
Mediante GC-MS se detectaron 16 compuestos
en la fraccion EE y 17 en la fraccion AE, repor-
tandose por primera vez para un basidiomiceto el
5-metil-1-(2,6,6-trimetilciclohexa-2,4-dien-1-il)
hexa-1,4-dien-3-ona. Ademas se reporta el acido
9,12-octadecadienoico, un importante acido gra-
so esencial m-6. En la evaluacidon antimicrobiana
preliminar, el extracto etandlico y las fracciones
no presentaron actividad contra ninguno de los
microorganismos de prueba. Estos resultados
confirman que Stiptophyllum erubescens puede
ser una fuente importante de antioxidantes natu-
rales. Se recomienda futuros estudios utilizando
micelio en cultivo liquido para comprobar la va-
riacion de la produccion de metabolitos en condi-
ciones controladas de su desarrollo. Ademas de la
implementacidn de otros métodos de aislamiento
y determinacion para los compuestos fungicos
polares y de baja volatilidad.
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Efecto inhibitorio del extracto etandlico de Plantago major L. en el
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Efecto inhibitorio del extracto etandlico de Plantago major L. en el crecimiento meristematico
radicular de Allium cepa L. El uso de productos naturales, como el extracto de Llantén (Plantago
major), ha generado un aumento en la comercializacion de sustancias, que en algunos casos no son
estudiadas en lo referido a sus eventuales efectos toxicos. Se estudio del efecto del extracto etandlico
de Llantén (P.major) sobre el crecimiento radicular, mediante la técnica estandarizada de aplastamien-
to de células meristeméaticas radiculares de Allium cepa. Se usé extracto comercial etandlico Knop®
(30 mg/mL de concentracion). Se establecié un sistema de crecimiento de raices, bajo condiciones
controladas de temperatura, oxigenacion y oscuridad. Se establecieron 3 grupos (Control Negativo,
Grupo Experimental con Tiempo creciente y Grupo con Dosis creciente de 0,75 mg/mL, 1,5 mg/mL,
7,5 mg/mL ,15 mg/mL y 30 mg/mL). Previamente se evalué la dosis éptima para el estudio. Se utili-
zaron 18 bulbos de Allium cepa, con 3 bulbos para cada grupo de estudio. La exposicion al extracto
etandlico fue a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. Se hicieron los aplastados y tincién con orceina acetoclor-
hidrica. Se observaron y contaron 1000 células por cada placa. Se analizaron los valores obtenidos
mediante comparacion de medias y test de ANOVA. Se discutié y analizé los resultados en funcién
del efecto del Pmajor, sobre variaciones del ciclo celular e indice mitoético. Los resultados obtenidos
indican que el extracto etandlico de P major en concentraciones superiores a 7,5 mg/mL resulta ser
citotdxico para los meristemas radiculares; y que a partir de las 48 h de exposicion al extracto, la pro-
liferacion celular se reduce drasticamente.

Palabras claves: productos naturales, citotoxicologia, meristema

Inhibitory ethanolic extract of Plantago major L. inhibitory effect on radicular meristematic
growth of Allium cepa L. The use of natural products, such as plantain (Plantago major) extract, has
generated an increase in the commercialization of substances, which in some cases are not studied
for their possible toxic effects. The effect of the ethanolic extract of plantain (P. major) on root grow-
th was studied using the standardized technique of crushing root meristematic cells of Allium cepa.
Knop® commercial ethanolic extract (30 mg/mL concentration) was used. A root growth system was
established under controlled conditions of temperature, oxygenation and darkness. Three groups were
established (Negative Control, Experimental Group with increasing time and Group with increasing
dose of 0.75 mg/mL, 1.5 mg/mL, 7.5 mg/mL, 15 mg/mL and 30 mg/mL). The optimal dose for the
study was evaluated beforehand. Eighteen Allium cepa bulbs were used, with 3 bulbs for each study
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group. The exposure to the ethanolic extract was at 24, 48, 72, 96 and 120 h. Crushing and staining
with acetochlorohydric orcein were performed. A thousand cells per plate were observed and counted.
The values obtained were analyzed through of mean comparison and ANOVA test. The results were
discussed and analyzed in terms of the effect of P major on cell cycle variations and mitotic index. The
results obtained indicate that the ethanolic extract of P. major at concentrations higher than 7.5 mg/
mL are cytotoxic to root meristems; and that after 48 h of exposure to the extract, cell proliferation is

drastically reduced.

Key words: natural products, cytotoxicology, meristem

INTRODUCCION

El uso masivo de sustancias en base a extrac-
tos de origen natural con propiedades antiinfla-
matorias, antihistaminicas y antisépticas se ha
incrementado, principalmente con la finalidad
de aliviar dolencias y enfermedades (Obregon,
2001; Gutiérrez, 2014). En la mayoria de los ca-
sos este tipo de sustancias se comercializan sin
previos estudios de toxicidad, lo que pone en
riesgo la salud de las personas que las utilizan
(Alfredo et al., 2009; Luz et al., 2012). Sin em-
bargo, la larga historia de la medicina tradicional
demuestra el potencial de las plantas como fuen-
te de compuestos bioactivos (Kaewpiboon et al.,
2012). De acuerdo con, la Organizacion Mundial
de la Salud, el 80% de la poblacion del mundo
usa plantas medicinales como una alternativa
o procedimiento complementario para el trata-
miento de sus enfermedades (Golberg, 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
realizé un catastro de los productos naturales con
efectos dafiinos a la salud, donde las plantas apa-
recen indicadas en las farmacopeas de 73 paises.
Del total de ellas, Plantago major aparece citada
en nueve de ellas (Sabag et al., 2010).

En Chile, uno de los extractos mas comercia-
lizados con supuestas aplicaciones en la terapéu-
tica de diversas patologias, es el P. major ya que
posee propiedades antiinflamatorias, antibacte-
rianas, astringentes y antihemorragicas; también
como cicatrizante de heridas, tanto internas como
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externas. Indicandosele inclusive propiedades
antitumorogénicas. Por lo que tiene un potencial
de comercializaciéon enorme y un impacto cul-
tural tradicional (Albuquerque y Hurrell, 2010;
Hernandez et al., 2010; Hurrell y Albuquerque,
2012; Pensantes-Sangay et al., 2020).

El Pmajor es una herbacea perenne y anual,
de tallos subterraneos no ramificados, pertene-
ciente a la division Magnoliopsida, clase Mag-
nolidpsida, orden Plantaginales y familia Planta-
ginaceae. Posee hojas arrosetadas, peciolo largo
con escapos florales de 0,10 — 0,40 m de alto.
Crece en campos de cultivo hiimedos, terrenos
arcillosos-arenosos, riveras de acequias y ria-
chuelos, ubicadas entre los 40—1.500 msnm. Po-
pularmente, es conocida como “llantén mayor”,
“llantén comun” o “llantén grande”. Por ser una
planta de facil localizacion, no se cultiva, se con-
sidera una maleza. Existen especies relacionadas
a P. major, como lo son Plantago lanceolata y
Plantago psyllium (INBio, 1997). En estudios de
aislamiento de principio activo, se ha encontrado
mucilago, pectina, flavonoides, taninos, un glu-
cosido cromogénico iridoide llamado aucubina,
catalpol, acteroside, plantamajoside, baicalein,
allantoin, hispidulina, é4cido ursélico y écido
oleandlico, acido salicilico y sales minerales de
potasio y cinc y la aucubigemina, un derivado de
la aucubina, que es el compuesto activo de ma-
yor relevancia. Se cree que es responsable de la
actividad antibacteriana de la planta (Bye, 2003;
Pensantes-Sangay, et. al., 2020). Ademas, se han



realizado interesantes estudios in vivo € in vitro,
en regeneracion y proliferacion celular del ex-
tracto de P. major usando modelos muridos (Ga-
rro-Monge et al., 2021).

De acuerdo con diversos estudios, P. major
tiene una gran importancia como agente bacteri-
cida, antibacteriano (Alvarado y Moromi, 2010;
Soto-Paredes, 2016) y como inhibidor in vitro de
la proliferacion celular fungal (Calderén-Pongo,
2018).

El objetivo del presente trabajo es evaluar
el efecto de la aplicacion del extracto comercial
etanolico de Llantén (Plantago major), sobre la
proliferacién de células en este caso sobre me-
ristematicas radiculares, usando como modelo de
prueba a Allium cepa.

MATERIALES Y METODOS

Para efectuar el estudio, se realizo el ensa-
yo Allium (Fiskesjo, 1985). Fueron selecciona-
dos bulbos de la variedad comercial comun de
Allium cepa, de 5 cm de diametro aproximado,
los cuales se colocaron en recipientes plasticos
individuales, con condiciones controladas, bom-
beo permanente de aire y agua destilada. Estos
recipientes, se dispusieron en una camara de cul-
tivo aislada de la luz y a una temperatura estable
de 9°C a 10°C.

Para establecer la concentracion del extracto
de Llantén a utilizar en el grupo experimental, se
debid preliminarmente conocer la concentracion
optima. Para ello, se realizaron pruebas con las
siguientes concentraciones: la concentracion de
uso comercial (30 mg/mL), soluciones diluidas a
15 mg/mL, a 7,5 mg/mL, a 1,5 mg/mL y a 0,75
mg/mL del extracto comercial. Definiendo final-
mente la concentracion 6ptima en 0,75 mg/mL
del extracto comercial.

Una vez definida la concentracion a utilizar,
el disefio experimental considero, el uso de 3
bulbos como Grupo Control (en recipientes con
solo Agua destilada) y Grupos de Tratamiento
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(con 3 bulbos por cada hora del tratamiento), en
recipientes con solucion 0,75 mg/mL extracto de
P. major.

Después de 24 horas, se retird los bulbos de
sus recipientes y procedié a cortar entre 4 y 5
raices de dos cm de longitud de cada cebolla, fi-
jandolas con solucién de Metanol-Acido Acético
(3:1). Se realizo hipotonia de las raices en agua
destilada por 20 minutos y luego tincién con Or-
ceina-Acetoclorhidrica, se flamed hasta la emi-
sion de vapores, evitando la ebullicion. Se dejo
enfriar y se repitio entre dos y tres veces duran-
te 15 minutos. Posteriormente se realizd cortes
finos del apice de la raiz de la cebolla, se hace
el “aplastado” del tejido y se sellan los bordes
del cubreobjeto con barniz de uifias transparente
para evitar la deshidratacion celular y finalmente
hacer el analisis al microscopio (Fiskesjo, 1985;
Fiskesjo y Dutka, 1996).

Utilizando un microscopio éptico con 400X
de aumento, se determino el indice mitdtico, me-
diante la siguiente formula:

%IM = Células en division X 100

Numero total de células analizadas

El indice mitético (IM), determinado como
el numero de células en alguna etapa de division
(profase, metafase, anafase, telofase) fue dividi-
do por el numero total de células analizadas, en
base a un recuento de 1000 células por cada trata-
miento y recolectados mediante una ficha.

La comparacion de los tratamientos se realizo
mediante estadisticos para comparacion de me-
dias, Chi-cuadrado y Analisis de Varianza (con-
siderando la significancia estadistica en p<0.05 y
un nivel de confianza del 95%) mediante los pro-
gramas estadisticos Epidat 3.0 (Santiago-Pérez et
al., 2010), y el software IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 23.0. ® (Armonk, NY: IBM

Corp).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los bulbos tratados con las concentracio-
nes crecientes, se observo diversos efectos sobre
el desarrollo radicular que resultaron en altos
niveles de toxicidad para el bulbo, como ausen-
cia de crecimiento radicular y escaso niimero de
células meristematicas obtenidas. Finalmente, a
partir de los valores de concentracion probados,
se determino la concentracion Optima para tra-
bajar de 0,75 mg/mL del extracto comercial de
Llantén. Las células meristematicas obtenidas se
observan en las imagenes siguientes (Figura 1).

De acuerdo con el protocolo establecido, los
resultados indican que los meristemos radicula-

® @ Sandoval-Velazco, J.A Inhibicién del crecimiento radicular en Allium, por extracto de Plantago

res obtenidos mediante tratamientos con solucion
0,75 mg/mL del extracto de Llantén, presentan
alteraciones en el indice mit6tico estadisticamen-
te significativos (P<0,0001) con los observados
en el control negativo.

En el grupo Control Negativo, se obtuvo un
indice mit6tico promedio (IM) de 11,4 + 4,82 cé-
lulas. En forma similar, se evidenci6é que en los
grupos de tratamiento con la concentracion de
0,75 g/mL en volumen del extracto etandlico de
Pmajor, el indice mitético promedio (IM) fue su-
perior al del grupo control negativo (16,4 + 3,91
células).

Los indices mitéticos medios y desviaciones
estandar, se presenta en la siguiente tabla (Tabla 1).

Fig. 1. Fotografias de celulas meristemas radiculares de Allium cepa, tratados con extracto de Llantén (Plantago major) a

una concentracion de 0,75 mg/mL, en el que se observan las diferentes etapas de la division celular. A) anafase, B) profase,

C) metafase, D) anafase

20



Steviana Vol. 14(2), 2022 e ®

TABLA 1. Indices mitoticos medios y desviaciones estandar

Tratamiento N Media D.S. Error Estandar
Control Negativo 3 11,40 4,827 2,158
Extracto de

P.major

(0,75 mg/mL) 15 16,40 3,912 1,749
Total 18 10,27 6,638 1,714

N: nimero de individuos muestreados
D.S.: desviacidn estandar

Al realizar analisis de varianzas, entre las me-
dias obtenidas del grupo control negativo y los
diferentes grupos de tratamiento con extracto de
Llantén por 24, 48, 72, 96 y 120 h de exposicion,
se observan resultados estadisticamente signifi-
cativos (P<0,0001), tanto al comparar entre los
grupos (inter-grupos) como al interior de cada
uno de los grupos experimentales (intra-grupos).
Los resultados se presentan en la Tabla 2.

El andlisis Inter-grupos, compara las diferen-
cias entre las medias de los grupos Control Nega-
tivo con los diferentes tiempos de exposicion en
el Grupo de Tratamiento. En cambio, el analisis
Intra-grupos, permite comparar los resultados

obtenidos de los individuos de cada grupo de es-
tudio. El resultado obtenido de estos analisis es
altamente significativo (P<0,0001).

Al analizar los resultados de las posibles va-
riaciones en la cantidad de células meristemati-
cas de Allium cepa, que transitan por las diferen-
tes etapas el ciclo celular en cada tratamiento; se
observa que para cada etapa del ciclo los valores
obtenidos fueron estadisticamente muy signifi-
cativos (p< 0,01). Lo anterior de observa en la
siguiente tabla de porcentajes de células conta-
bilizadas por cada etapa del ciclo y de los trata-
mientos (Tabla 3).

TABLA 2. Anélisis de varianzas entre medias obtenidas del control negativo y tratamiento, con ex-
tracto de Llantén, en diferentes tiempos de exposicion

ANOVA Suma

Cuadrados gl

X2 F Sig.

Inter-grupos:
[Control
Negativo y
Grupos de
Tratamiento
(24, 48, 72,96
y 120 h)]

458,533 2

Intra-grupos 158,400 12

Total 616,933 14

0,0001

229,267 17,369

13,200

gl: Grados de libertad
Sig.: P<0,0001
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TABLA 3. Comparacion de la variacion en los porcentajes de células meristematicas radiculares de
A.cepa contabilizadas para cada etapa del ciclo, entre control negativo y grupo experimental, segiin

tiempo de exposicion al extracto de Pmajor

Etaf)as del ciclo en los % % % % % Chi- Valor
grupos experimentales 24 h 48 h 72h 96 h 120 h cuadrado P
a. Profase:
Control Negativo 27% 31% 37% 29% 49% 33,8861 0,00001
Con Extracto de P.major 35% 19% 30% 38% 34%
(0,75 mg/ml)
b. Metafase:
Control Negativo 59% 36% 32% 53% 47% 31,6292 0,0001
Con Extracto de P.major 12% 32% 21% 24% 16%
(0,75 mg/mL)
c. Anafase:
Control Negativo 63% 46% 22% 8% 31% 95,1299 0,00001
Con Extracto de P.major 25% 23% 28% 50%  23%
(0,75 mg/mL)
d. Telofase:
Control Negativo 73% 25% 54% 29% 33% 98,2496  0,00001
Con Extracto de P.major 18% 38% 33% 57% 56%

(0,75 mg/mL)

Se observa que, en varias etapas del ciclo, al aumentar el tiempo de exposicion al extracto, el porcentaje de células
meristematicas que se encuentran transitando por dicha etapa, le ocurren alteraciones que resultan en una disminucion.
Estos resultados obtenidos, son estadisticamente muy significativos (P<0,0001).

Los resultados obtenidos indican que la rela-
cion entre el grupo control negativo y los grupos
con tratamientos, presentan diferencias altamen-
te significativas estadisticamente (P<0,001), de-
mostrando que el efecto causado por el extracto
etanolico de Plantago major sobre la prolifera-
cion celular de A. cepa tiene un impacto negati-
vo. Lo que también se evidencia al comparar el
porcentaje de células que transitan en los diferen-
tes estadios del ciclo celular.

De acuerdo con lo observado, el extracto de
Llantén (Plantago major), aplicado a una con-
centracion del 0,75 mg/mL tiene un efecto citotd-
xico sobre la proliferacion celular, si se lo com-
para con los valores obtenidos en el grupo control
negativo. Para la concentracion de uso comercial
(30 mg/mL), las soluciones diluidas a 15 mg/mL,
a 7,5 mg/mLy 1,5 mg/mL del extracto alcoholico
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de P. major, el efecto obtenido fue la ausencia to-
tal de crecimiento radicular. Se concluye que las
concentraciones utilizadas, tuvieron un efecto to-
Xico y citotoxico para las células meristematicas,
afectando drasticamente la proliferacion celular.

Los resultados encontrados, son coinciden-
tes a los obtenidos en otros articulos (Gutiérrez,
2014), ya que de acuerdo con los resultados se
demuestra la toxicidad del extracto etanolico 30
mg/mL de P. major en meristemos radiculares de
A. cepa, siendo entre las 24 y 48 horas, el mayor
nivel de toxicidad presentando indices mitoticos
mas reducidos que el control negativo.

Entre las fases de division mitdtica, la meta-
fase y anafase fueron las que presentaron mayor
reduccion, siendo ain menores que el control ne-
gativo.



La explicacion frente a estos resultados se
podria atribuir a los efectos de ciertos agentes
fitoquimicos que contiene P. major, los cuales
han sido reportados en diversas investigaciones
y con variados modelos bioldgicos en los que ha
detectado la presencia de alcaloides moderada y
abundante presencia de taninos, compuestos fe-
nolicos y especialmente abundante presencia de
flavonoides (Fiestas, I. y Huanca, F, 2018). Es,
por lo tanto, que se vuelve interesante el analizar
en estudios futuros la influencia citotoxica de al-
guno de estos fitoquimicos. Post y Varma (1992),
Ryu (1994) y Le Bail (1998) ya demostraron la
importancia de la accidn citotoxica de alguno de
estos agentes presentes en Pmajor.

Entre los compuestos que la fitoquimica ha
encontrado en extractos de P. major, son diversos,
entre los que se encuentran flavonoides (Yuting,
et al., 1990; Kawashty, et al., 1994; Sanz, et al.,
1994; Nishibe, et al., 1995), alcaloides (Schnei-
der, 2009), terpenoides (Pailer y Haschke-Hof-
meister, 1969; Hiltibran, et al., 1953; Ringbom,
et al., 1998). Por otra parte, Adom et al. (2017),
identifica diversos agentes fitoquimicos de impor-
tancia por su efecto citotdxico y anticancerigeno.

Dentro de las sustancia extraidas desde ex-
tractos de Pmajor, se ha encontrado el flavonoi-
de baicaleina, la que se ha visto tiene una accioén
inhibitoria en el crecimiento de lineas celulares
del hepatoma humano (Motoo y Sawabu, 1994).
La baicaleina puede inducir muerte de células de
carcinoma, y ha mostrado un fuerte efecto anti-
proliferativo en células hepaticas de rata. Otras
investigaciones, que han usado la baicaleina en
conjunto con otras sustancias para el tratamiento
de células tumorales de vejiga, han mostrado un
potente efecto inductor de la apoptosis (hasta 30
% mayor que en drogas como la catequina, ge-
nisteina, quercetina y rutina) (Jiménez, 2012). Se
demostrd que los extractos de P. major inhibian
el crecimiento celular y tenian efecto citotoxico
de lineas celulares de adenocarcinoma de mama
(Ozaslam et al., 2007). Las antocianinas, pertene-
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cientes al grupo de los flavonoides, son también
otros compuestos presentes en P.major, y han de-
mostrado ser un potente antioxidante y un cap-
turador excepcionalmente potente de radicales
libres de oxigeno, los cuales tienen un rol critico
en la patogénesis de la enfermedad hepatica (Bell
y Gochenaur, 2006).

De acuerdo a los antecedentes aportados por
este trabajo, se puede afirmar que el extracto al-
coholico comercial de Pmajor, en una concentra-
cion de 0,75 mg/mL puede tener un efecto nega-
tivo sobre el crecimiento meristematico radicular
en A.cepa. Estos resultados serian interesantes
para evaluar mecanismos mas precisos sobre el
posible efecto protector que pudiera ejercer P.
major sobre otros agentes quimicos con efectos
citotoxicos. Galves et al. (2004), han demostrado
también el efecto citotoxico del extracto meta-
noélico de Plantago major a concentraciones de
14,5% y 18,1 % (p/p), en células tumorogénicas
del disco radicular de Solanum tuberosum L. de-
bido a la presencia de flavonoides, cumarinas,
triterpenos e iridoides de Plantago.

Estos estudios permitiran usar, el mismo mo-
delo de investigacion, para comprobar los efectos
medicinales, positivos o negativos de esta planta.
Por consiguiente, es necesario considerar nuevos
estudios de esta planta medicinal en la poblacion
expuesta. En base a estudios citogenéticos, es po-
sible obtener respuestas en el ambito de la salud
publica para regular el consumo masivo e indis-
criminado de las plantas medicinales.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados experimenta-
les, se concluye que: segun las condiciones expe-
rimentales disenadas, el crecimiento de los me-
ristemos radiculares de 4. cepa, se ven afectados
de forma negativa (efecto citotoxico), al encon-
trarse expuestos al extracto etanolico de P. major
a una concentracion de 0,75 mg/mL.

En esta investigacion, se encontrd también
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que el tiempo de exposicion es una variable im-
portante, ya que la proliferacion celular se reduce
progresivamente, alcanzando su valor menor en-
tre las 24 y 48h.

Estos resultados entregan, informacién rele-
vante para futuras investigaciones del efecto pro-
vocado por el Pmajor, en el meristema radicular
de la especie A.cepa, por ejemplo, en evaluacio-
nes de potenciales efectos genotdxicos o mutagé-
nicos de algin compuesto quimico determinado,
tanto en bioensayos de células vegetales o ani-
males.
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Directrices para autores/as

La guia para los autores es una normativa que se ajusta periodicamente de acuerdo a los reque-
rimientos de los estindares nacionales e internacionales. Los aspectos no definidos, serdn resueltos
por el Comité editorial de la revista.

Steviana publica investigaciones originales (articulos), revisiones (reviews), notas cortas, libros
y material suplementario, en espafiol o inglés. Es responsabilidad total de los autores el contenido
cientifico, gramatical y ortografico de un articulo. Para someter sus articulos los autores deberan con-
siderar las pautas mencionadas en “Indicaciones para los autores”.

Caracteristicas de cada tipo de publicacion

Un articulo original/inédito, es un tipo de articulo cientifico que describe de manera completa
los datos de una investigacion y debe contar con las secciones: Titulo, Resumen, Palabras clave,
Introduccién, Materiales y Métodos, Resultados y Discusién, Conclusiones, Aportes de los In-
vestigadores, Referencias Bibliograficas. Se recomienda que los articulos originales no sobrepasen
las 30 paginas, en el caso que supere, el autor debera comunicarse con el editor.

Una nota breve-corta, es un tipo de articulo que contiene informacion resultados preliminares de
un estudio, informes breves de resultados de una investigacion original. Este tipo de articulo sigue
las normas de presentacion de un articulo original. La extensién maxima es de 5 paginas.

Un articulo de revision (review), es un tipo de articulo que recopila o proporciona informaciéon
amplia y relevante de un tema especifico, sus perspectivas actuales y futuras. Este tipo de articulo
seguira las normas de presentacion de un articulo original, sustituyendo sin embargo metodo-
logia, resultados y discusion, por el Desarrollo comentado de la revision, sin alterar las demas
partes. La extension maxima es de 10 paginas.

Un suplemento, contiene informacion relevante para el avance del conocimiento cientifico. Se
publicaran memorias de congresos, jornadas, libros y otros materiales cientificos en el area de Recur-
sos Vegetales y afines, como un niimero suplementario.

Un articulo de divulgacidn, es un tipo de articulo que utiliza un lenguaje sencillo para el lector no
especializado, con un contenido que es producto de proyectos de investigacion, orientado a un publico
mas general, con la finalidad de comunicar resultados y posibilitando el acceso de todos los miem-
bros de la sociedad al conocimiento cientifico. Este tipo de articulo debe contar con las siguientes
secciones: Titulo, Introduccion, Desarrollo, Conclusiones, Referencia bibliografica. La extension
maxima es de 3 paginas.

Los articulos son revisados por pares e incluyen fechas de recepcion y aceptacion.

Indicaciones para la preparacion del articulo

En el caso de articulos sometidos en lengua inglesa, los autores deben asegurarse de que el con-
tenido haya pasado por una revision lingiiistica adecuada antes de su envio. Los articulos podran ser
rechazados antes de la revision por pares en el caso que no cumplan con este requisito.
Titulo principal

Debera estar escrito en Times New Roman 14, negrita y extension maxima de 20 palabras. La
letra inicial en mayuscula, el resto en minusculas. El nombre de géneros y especies en cursiva, sin
embargo, las abreviaturas como sp. var., comb., s.l., f., subsp., ex, permaneceran con estilo normal.
Ejemplo: Stevia, Stevia sp., Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni

oo 27



Autores

Los nombres de los autores se escriben con letra Times New Roman, tamafio 10, por debajo del
titulo, mencionando apellido(s) e inicial del nombre. Indicar en un siguiente parrafo la filiacion sin
abreviaturas, Ciudad y Pais. Es obligatorio colocar un superindice al final de la inicial del nombre
del autor y al inicio de la filiacion. En un siguiente parrafo se menciona el autor por correspondencia
colocando un apartado denominado E-mail. Ejemplo:

Diversidad floristica en pastizales de la Reserva para Parque
Nacional San Rafael, Paraguay

Benitez, B.""; Vera, M.'; Vogt, C.'; Pereira, C."; Rivarola, A.'

'Universidad Nacional de Asuncion. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Laboratorio
de Recursos Vegetales. Campus Universitario, San Lorenzo, Paraguay

*E-mail: bbenbert@facen.una.py

Los datos del autor y coautores deberan cargarse en el OJS siguiendo la guia para someter articulos
al OJS

Se deberd mencionar el identificador digital del ORCID de al menos el autor principal,para una
mejor divulgacion de su trabajo.

Se aceptara un solo autor por correspondencia que podra o no ser el autor principal.

Resumen

Debera estar en espafiol en letra Arial 9, con extension maxima de 250 palabras, con el titulo
principal y sin referencias. El resumen debera incluir informacioén sobre el contenido del articulo
siguiendo el orden: Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion, Conclusiones; sin
mencionar estos titulos.

El mismo contenido del resumen en espafiol debera ser presentado en inglés y con el nombre de
Abstract.

Palabras clave

Deberan presentarse en orden alfabético, en minuscula (a menos que sea nombre propio), separa-
das por coma y sin punto final, con un minimo de tres (3) y un maximo de cinco (5). No debera incluir
palabras que formen parte del titulo.

Contenido

Todos los textos deberan conservar el siguiente orden: Titulo, Introduccion, Materiales y Métodos,
Resultados, Discusion, Conclusiones, Agradecimientos (en caso aplicable), Referencias Bibliogra-
ficas. Anexos. Tipo de letra Times New Roman 11, normal, espacio simple. En casos aplicables, el
resultado y la discusion pueden ir juntos.

Dentro del texto general seran admitidos un titulo principal y un titulo secundario, con tipo
de fuente “normal” y sin punto final. El titulo principal escrito en mayusculas y negritas (INTRO-
DUCCION, MATERIALES Y METODOS, RESULTADOS, DISCUSION, CONCLUSIONES,
AGRADECIMIENTOS, APORTES DE LOS INVESTIGADORES, REFERENCIAS BIBLIO-
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GRAFICAS), el titulo secundario en negritas, con la letra inicial en mayuscula, el resto en mindscu-
las. Se permitira el uso de cursiva, negritas, o el subrayado en palabras que quieran resaltarse dentro
del articulo, segun criterios del autor.

Cuando el caso lo requiera, las abreviaciones deben ser definidas en el texto o leyendas en su
primera utilizacion y deben ser usadas exclusivamente desde ese momento. Para el caso de los nom-
bres cientificos debera escribirse el nombre completo en cursiva seguido de los autores en su primera
utilizacion. Ejemplo: Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
Tratamientos taxonémicos

Para las citas bibliograficas de los taxones y sinonimias se realizara segun la base de datos www.
ipni.org, www.tropicos.org

El nombre de géneros y especies en cursiva, sin embargo, las abreviaturas como sp. var., comb.,
s.l., f., subsp., ex, permaneceran con estilo normal. Ejemplo: Stevia, Stevia sp., Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni

Para el caso de descripciones de especimenes, las medidas de largo x ancho se realizara de la si-
guiente manera: 10-15x0,7-1 cm o 10-15 x 0,7-1 mm (se debe mantener la unidad en ambas medidas,
sin punto final).

Los codigos de los herbarios se utilizan de acuerdo con Index Herbariorum

Las ilustraciones, graficos, fotografias y mapas, seran consideradas “Figuras”. Deberan ajustar-
se al tamafio de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25cm) o al margen de la pagina (24cm x 18cm).
Las mismas deberan formar parte del cuerpo del texto general y también deberan ser enviadas por se-
parado, en formato TIFF o JPG, para su publicacion definitiva, con resolucion minima de 300dpi para
ilustraciones, graficos y fotografias, y de 600 dpi para mapas. Los mapas deberan presentarse dentro
de un recuadro, el norte debera estar orientado en el margen superior y estar de acuerdo estrictamente
con lo que menciona el texto, se incluirdn como minimo dos marcas de longitud y dos de latitud y la
escala deberd estar en kildmetros. Debera remitirse en blanco y negro, pudiendo presentar colores en
los casos que sean estrictamente necesarios. Todas las figuras deben estar referenciadas en el texto
del articulo. La leyenda de la figura se escribe con letra Times New Roman, negritas, tamafio 10 por
debajo y sin punto final.

Fotografias, graficos o dibujos no deberan llevar bordes, ni estar sefalizadas. Se permitiran en
las figuras solo las sefializaciones de estructuras y/o detalles, con sus unidades de medida, con letra
minuscula, en tipo de letra Times New Roman, tamafio 9.

Las tablas deberan ajustarse al tamafo de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25¢m) o al mar-
gen de la pagina (24cm x 18cm). El titulo debe ir en la parte superior y la leyenda en la parte inferior,
solo con lineas divisorias horizontales en el encabezado y al final de la tabla. Deberan ser enviadas por
separado en un archivo Excel en su formato original. La fuente debe ser Times New Roman 10. Seran
rechazadas las tablas escaneadas o aquellas que no cumplan con estos requisitos.

La leyenda de las tablas seran escritas con letra Times New Roman, negritas, tamafio 10 por
debajo y sin punto final.

Las férmulas y estructuras quimicas deberan ser realizadas en el programa ChemDraw, para
luego importarlas al articulo. Asi mismo deberan ser enviadas por separado en formato tiff o jpg.

Las ecuaciones matematicas, las ecuaciones y las expresiones matematicas deberan ser incluidas
en el texto principal del articulo. Las ecuaciones que son citadas en el texto se identifican con nimeros
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entre paréntesis, tales como (1) y son citadas en el articulo como “ecuacion (1)”.

Si el articulo estd en formato .docx y contiene ecuaciones, las mismas deben ser editables.

Los valores numéricos deberan llevar “comas” y no puntos en los articulos en espafiol. Seran
estrictamente empleadas las unidades de medidas del sistema internacional, enmarcadas de acuerdo a

lo recomendado en la siguiente tabla.

Gramos (g)

Kilémetros (km)

Hectérea (Ha)

Kilogramos (kg)

Metros (m)

Centimetros cubicos (cm3)

Miligramos (mg)

Centimetros (cm)

Milimetros cubicos (mm3)

Microgramos (Lg)

Milimetros (mm)

Micrémetros ctibicos (um3)

Litros (L)

Micréometros (um)

Decimetros ctubicos (dm3)

Mililitros (mL)
Microlitros (uL)

Metros cuadrados (m2) Hora (h)

Minutos (min)

Centimetros cuadrados (cm2)

Decilitros (dL) Milimetros cuadrados (mm?2) | Segundos (s)

Moles (mol) Micrometros cuadrados (um2) | Dia (d)

Luxes (Ix) Normalidad (N) Grados Fahrenheit (°F)
Lumen (Im) Molalidad (m) Kelvin (K)

Osmol (Osm) Toneladas (t, T o Tn) Atmosfera (atm)
Molaridad (M) Grados Celcius (°C) Pascal (Pa)

Newton (N) Hertz (Hz) Joule (J)

Kilocalorias (kcal) Watt (W) Volt (V)

Candela (cd) Amperios (A) Ohm (Q)

Se recomienda el uso unificado en todo el documento de una sola unidad de medida, sin punto
final. Para las unidades combinadas que implican relaciones, se recomienda el uso exponencial y no
el uso de las barras (/). Ej: kcal.mol!, km.h"!, m.s™!

Todas las figuras, tablas y ecuaciones deberan estar enumeradas en orden secuencial dentro del
articulo.

Nomenclatura y abreviaciones quimicas y biolégicas

Las estructuras moleculares son identificadas por nimeros arabigos en negrita, que les son asigna-
dos en orden de presentacion en el texto. Una vez identificadas en el texto principal o en una figura, los
compuestos deben ser llamados por su nombre, por una abreviacion definida o por el nimero arabigo
en negrita (mientras el compuesto sea nombrado consistentemente de una de estas tres formas). Siem-
pre que sea posible, los autores deben referirse a los compuestos quimicos y las biomoléculas usando
la nomenclatura sistematica, preferentemente utilizando [UPAC.
Material de referencia

La mencion del material de estudio en el caso de especies vegetales, depositadas en herbarios
reconocidos, se realizara en el siguiente orden: Pais, Departamento, Localidad, Coordenadas geogra-
ficas, Fecha de colecta, colector - numero, Sigla del herbario en el cual esta depositado.
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Agradecimientos
Deberan escribirse en un apartado antes de las Referencias bibliogréficas.
Aportes de los autores
Los autores deberan declarar sus contribuciones en el articulo y si existe o no conflicto de intereses.
Citas bibliograficas
» Para citaciones intratextuales:
* Un solo autor: Apellido del primer autor y afio de publicacion. Ejemplo: Vera, 2021
* Dos autores: Apellido de los dos autores y afio de publicacion. Ejemplo: Acosta y Domin-
guez, 2020
* Tres o mas autores: Apellido del primer autor, seguido de et al., y afio de publicacion. Ejem-
plo: Benitez et al., 2019

Para las citas intratextuales se mantendra el uso de “y”, sin importar el idioma del material con-
sultado.

»Para citaciones directas, el aflo de publicacion estard dentro de un paréntesis. Ejemplo: Se-
gun Pereira (2020), con mas de un autor separados por punto y coma. Ejemplo: Segun Pereira
(2020); Ramos (2021). Para citaciones indirectas: (Pereira, 2020), con mas de un autor: Pereira
et.al., 2020; Ramos, 2021.

Referencias bibliograficas:

» Seran considerados para revision solo aquellos articulos que cumplan estrictamente las norma-
tivas vigentes referentes a las citas dentro del contenido y la coincidencia con lo mencionado en
referencias bibliograficas.

» Las referencias se realizaran siguiendo las normas APA ultima edicion https://normas-apa.org/
wp-content/uploads/Guia-Normas-APA-7ma-edicion.pdf

» Se incluiran las citas intratextuales mencionadas en el articulo, en orden alfabético, utilizando
sangria francesa.

» Tanto autores como titulo del material consultado se escribiran en estilo de fuente normal, la
letra inicial en mayusculas, el resto en minusculas.

» Cuando se presenten varias citaciones de un mismo autor, se debera mencionar siguiendo un
orden cronolodgico (publicacion mas antigua a la mas actual).

» Cuando un mismo autor presente publicaciones siendo €l, el Ginico autor y publicaciones con
otros autores; se debera escribir la referencia bibliografica correspondiente al inico autor, segui-
do de las referencias bibliograficas con coautores.

»El uso de “&” queda destinado solo para este apartado y si el material consultado se encuentra
en inglés, si el material consultado se encuentra en espaiiol se mantendra el uso de “y”.

Indicaciones para el envio del articulo
Antes de someter su articulo, el autor debe asegurarse de contar con:
Carta compromiso

El autor principal debe proveer una carta de compromiso siguiendo la plantilla de la revista Ste-
viana, adjuntando los documentos respaldatorios.

La carta compromiso muestra el comun acuerdo de todos los autores implicados en el articulo
sometido a revision y posterior publicacidn, sirviendo asi de documento oficial por parte de la revista
Steviana.
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Es obligacion del autor de correspondencia, la comunicacion constante con los demas autores y
coautores del articulo sometido a revision, desde el momento del envio, las correcciones realizadas
por los revisores, la version final, hasta la prueba de pagina para la publicacion final.

Envio de figuras y tablas por separado

Las figuras y tablas, deberan ser enviadas por separado en los formatos indicados anteriormente,
al mismo tiempo que somete el articulo o una vez que el articulo sea aceptado. No seran aceptados
como oficiales los presentes en el documento Word. Es total responsabilidad del autor cumplir con
los formatos requeridos por la revista, desde el momento que se somete a revision el articulo
Sugerencia de revisores

Al momento de someter el articulo, los autores pueden sugerir el nombre de al menos 4 potenciales
revisores (2 nacionales y 2 internacionales); estas sugerencias suelen ser de ayuda, aunque no siem-
pre son seguidas. Asi mismo, también pueden indicar por nombre y apellido, un nimero limitado de
cientificos que no deben revisar el articulo.

Lista de comprobacion para la preparacion de envios:
» El envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracion por ninguna otra
revista (o se ha proporcionado una explicacion al respecto en los Comentarios al editor/a).
» El archivo de envio esta en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF.
» Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.
» El texto sigue el formato y las indicaciones mencionadas en el contenido de la guia para autores.
» Todas las figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados.
» El texto retine las condiciones estilisticas y bibliograficas incluidas en las directrices para auto-
res.
» Carta compromiso que acompaiia al articulo sometido y las declaraciones (si aplica).
Proceso editorial
El proceso editorial consta de cuatro pasos:
1. Recepcion del articulo
El articulo debe ser enviado por el sistema en linea de la revista, en formato Word, el cual sera re-
cepcionado por el Comité editorial, quienes realizaran una revision inicial. En“comentarios al editor”:
* El autor puede sugerir 2 nombres de potenciales evaluadores nacionales y 2 internacionales;
estas sugerencias seran de ayuda, aunque no necesariamente seguidas.
* El autor debe enviar el titulo abreviado (Titulo corto) para el encabezado de las paginas de
su articulo.

En este primer paso, se debe adjuntar por separado la_carta compromiso, la cual debe contar con la
informacion de contacto del autor corresponsal y la firma de conformidad de todos los autores. En la
misma debe explicar brevemente los fundamentos por los cuales el trabajo es considerado como apro-
piado para Steviana y manifestar la completa responsabilidad de los autores en cuanto a su contenido,
exonerando de toda responsabilidad a la Revista.

La carta compromiso comun acuerdo de todos los autores implicados en el articulo sometido a
revision, sirviendo asi de documento oficial para de | a revista Steviana. Es obligaciéon del autor de
correspondencia, la comunicacion constante con los demas autores del articulo sometido a revision,
desde el momento del envio, las correcciones realizadas por los revisores, la version final, hasta la
prueba de pagina para la publicacion final.

En el caso que hubiere conflictos de intereses, los autores deben adjuntar a su carta compromiso,

32 oo




una declaracion sobre los mismos. Para el caso de colectas, los autores deberan declarar en su carta
compromiso, que han cumplido con las exigencias ambientales o de salud para la realizacion de la
investigacion.

En la revision inicial, el Comité Editorial podra realizar sugerencias que crea convenientes sobre
el articulo, para mejorar su presentacion y garantizar la publicacion, antes del envio a los evaluadores
para su revision. De igual manera, la revista Steviana se reserva el derecho de aceptar o rechazar los
articulos sometidos para su publicacion.

2. Evaluacion del articulo
La Revista Steviana utiliza el sistema de evaluacion por pares, empleando el sistema doble ciego,
donde la identidad de los evaluadores no es revelada a los autores y viceversa.

El evaluador podra realizar las sugerencias o correcciones directamente sobre el articulo sometido
utilizando el control de cambios de word. El documento contard con una hoja de evaluacion proveido
por el comité editorial para las anotaciones que crea conveniente.

El periodo de evaluacion tendra un plazo de aproximadamente un mes, dependiendo de la comple-
jidad del articulo. El autor sera notificado del estado de su articulo. Luego de la evaluacion, el comité
editorial podra tomar la decision de aceptacion (con o sin modificaciones) o rechazo del articulo.

3. Devolucion del articulo a los autores

El articulo devuelto a los autores puede presentar observaciones o correcciones. El mismo va
acompaifiado de una hoja de evaluacion con los criterios tenidos en cuenta por la revista, una columna
con observaciones de los evaluadores y una columna libre donde los autores deberan especificar si
el ajuste fue o no realizado, especificando con “realizado” en el caso que se haya procedido al ajuste
o escribiendo una justificacion corta y concisa en el caso que el mismo no haya sido realizado. El
documento también cuenta con comentarios finales de “Aceptado”, “Aceptado con modificaciones”,
“Rechazado”.

Posibles resultados:

* Rechazado: el articulo es devuelto al autor.

* Aceptado: el articulo es aceptado sin modificaciones y pasa a edicion.

» Aceptado con modificaciones: el autor debera aceptar o rechazar las correcciones o suge-
rencias realizadas al articulo, explicando al final, en la misma hoja de evaluacion las suge-
rencias no aceptadas y enviando la nueva version del articulo con los cambios realizados
con color resaltado en el texto.

Una vez que el autor haya recibido la evaluacion, debe responder a cada uno de los items e in-
corporar las modificaciones en el articulo, en un plazo no mayor a dos semanas, de lo contrario su
articulo sera retirado del nimero a ser publicado.

4. Aceptacién, prueba de pagina y publicaciéon

Una vez aceptado el articulo para su publicacion, no se aceptaran modificaciones sobre el mismo
y se solicitara enviar a la revista, las fotografias y tablas en los formatos segtin se menciona en la guia
para autores para la diagramacion y edicion.
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El autor por correspondencia recibira una prueba de pagina en PDF, que debera ser revisada en
conjunto con los demas autores y devueltas al editor en un plazo no superior a 7 dias. Deberan indicar
directamente en el documento las correcciones o en un documento Word, en este caso indicando la
pagina y parrafo en donde debera realizarse la correccion.

Con la finalidad de la difusion del articulo definitivo en las redes sociales de la revista (Facebook,
Instagram, Twitter), el autor por correspondencia debera facilitar una breve descripcion del mismo en
lenguaje sencillo de no mas de 280 caracteres, acompafniado de una imagen que debera ser seleccio-
nada de entre las que acompaian al articulo sometido. La informacion podré ser enviada al correo:
steviana@facen.una.py

Derecho de autor y politica de privacidad

O

A partir del afio 2021, el contenido de esta revista se encuentra bajo una Licencia Creative Com-
mons Atribucion 4.0 Internacional (CC BY 4.0), que permite compartir y adaptar la obra en tanto se
sigan los términos de la licencia.

Los nombres y las direcciones de correo electronico introducidos en esta revista se usaran exclu-
sivamente para los fines establecidos en ella y no se proporcionaran a terceros o para su uso con otros
fines.
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