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Estudios quimicos, genéticos y morfoldgicos de tres especies nativas de
Valeriana (Valerianoideae, Caprifoliaceae)
RESUMEN

El género Valeriana incluye varias especies de uso medicinal, destacandose, por ejemplo, la
especie euroasiatica V. officinalis a nivel mundial, V. jatamansi en Asia, V. carnosa en
Patagonia, entre otras. Estas plantas son utilizadas principalmente como sedantes y para
tratar desequilibrios del sistema nervioso. En esta tesis se caracterizaron poblaciones
naturales de tres especies de valerianas nativas patagonicas (V. gaimanensis, V. moyanoi y
V. philippiana) en base a analisis morfoldgicos, quimicos y genéticos. Si bien existen
trabajos preliminares sobre morfologia y quimica de valerianas nativas de Argentina, es poco
lo que se conoce sobre la variabilidad morfoldgica, genética y quimica particularmente a
nivel interpoblacional de las especies mencionadas. En una primera instancia, se analiz6 la
variacion morfoldgica de V. moyanoi y de V. philippiana, a los fines de caracterizar las
poblaciones e identificar caracteres de interés agrondmico. Se encontrd gran variabilidad
morfolégica entre y dentro de las poblaciones, se identificaron las poblaciones que
desarrollaron érganos subterraneos y aquenios de mayor tamafio, y otras con caracteres
morfoldgicos distintivos. En segunda instancia, se compararon los perfiles de contenido de
fenoles totales y actividad antioxidante entre poblaciones de V. moyanoi, V. philippianay V.
gaimanensis, y se analizé la dindmica quimica en distintos estadios fenoldgicos en
poblaciones naturales seleccionadas. De las tres especies estudiadas se destaca V.
philippiana por sus mayores valores en el contenido de fenoles y actividad antioxidante,
particularmente las poblaciones Lago Guacho (LG), Cerro Conico (CC) y Cerro Lindo (CL).
En general, las plantas en estadio vegetativo registraron los valores més altos de actividad
antioxidante. Por otro lado, se caracterizaron genéticamente las poblaciones de V. moyanoi
y V. philippiana mediante marcadores moleculares (EST-SSR), encontrandose una alta
diversidad genética en la mayoria de las poblaciones de V. moyanoi. En el caso de V.
philippiana se observd una menor diversidad entre las poblaciones y la estructuracion
genética poblacional mostro una correspondencia con su distribucion geogréfica, asociada a
un gradiente latitudinal Norte—Sur. Adicionalmente, en base a la caracterizacién quimica,
genética y morfoldgica de estas especies, se pudo identificar un ecotipo particular de V.
moyanoi. El estudio de estas valerianas con potencial fitomedicinal contribuye al
conocimiento y conservacion de la flora nativa patagénica y constituye una importante
herramienta para desarrollar planes de seleccion y cultivo en potenciales programas de

aprovechamiento sustentable.
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ABSTRACT

The genus Valeriana includes several species of medicinal use, highlighting, for example,
the Eurasian species V. officinalis worldwide, V. jatamansi in Asia, V. carnosa in Patagonia,
among others. These plants are mainly used as sedatives and to treat nervous system
imbalances. In this Thesis, natural populations of three native Patagonian valerian species
(V. gaimanensis, V. moyanoi and V. philippiana) were characterized based on
morphological, chemical and genetic analysis. Although there are preliminary works on
morphology and chemistry of native valerians from Argentina, little is known about the
morphological, genetic and chemical variability, particularly at the inter-population level of
the mentioned species. In the first instance, the morphological variation of V. moyanoi and
V. philippiana was analyzed in order to characterize the populations and identify characters
of agronomic interest. Great morphological variability was found between and within
populations, populations that developed larger underground organs and achenes, and others
with distinctive morphological characters were identified. Secondly, we compared the
profiles of total phenol content and antioxidant activity among populations of V. moyanoi,
V. philippiana and V. gaimanensis, and analyzed the chemical dynamics at different
phenological stages in selected natural populations. Of the three species studied, V.
philippiana stands out for its higher values in phenol content and antioxidant activity,
particularly in the populations Lago Guacho (LG), Cerro Conico (CC) and Cerro Lindo (CL).
In general, plants in vegetative stage registered the highest values of antioxidant activity. On
the other hand, the populations of V. moyanoi and V. philippiana were genetically
characterized by molecular markers (EST-SSR), finding a high genetic diversity in most
populations of V. moyanoi. In the case of V. philippiana, less diversity was observed among
the populations and the genetic population structure showed a correspondence with its
geographic distribution, associated with a north-south latitudinal gradient. Additionally,
based on the chemical, genetic and morphological characterization of these species, it was
possible to identify a particular ecotype of V. moyanoi. The study of these valerians with
phytomedicinal potential contributes to the knowledge and conservation of the native
Patagonian flora and constitutes an important tool for developing selection and cultivation

plans in potential sustainable use programs.
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Introduccion general

La familia VValerianaceae (Batsch.) fue histéricamente considerada una familia clasica dentro
del orden Dipsacales. Sin embargo, en base a estudios filogenéticos, a partir de la tercera
edicion del Sistema de Clasificacion de las Angiospermas (APG IllI, 2009), la familia
Valerianaceae nom. conserv., es incorporada como una sub-familia, Valerianoideae Raf.,
dentro de la familia Caprifoliaceae Juss., orden Dipsacales. Dentro de esta familia, el género
Valeriana L. es uno de los més diversos, incluyendo entre 200-350 especies distribuidas en
las zonas templadas a frias del Hemisferio Norte, Africa y regiones montafiosas de América
del Sur (Kutschker, 2009; Nandhini et al., 2018). En Sudamérica estas plantas habrian
ingresado desde el norte gracias a la formacidn del itsmo de Panama4, alrededor de 12,8 —
13,7 Ma atrés. Se sugiere que podrian haber sucedido cuatro eventos independientes de
colonizacion de nuevos habitats, involucrando procesos de dispersion de larga distancia y
vicarianza. Como resultado, habrian surgido importantes centros de diversificacion de
especies, especialmente en el Paramo andino (Bell & Donoghue, 2005; Gonzalez, 2014) y
en los Andes australes (Bell et al., 2012). En Argentina, se registré una alta diversificacion
secundaria en la provincia de Neuquén (Kutschker & Morrone, 2012), lo que coincide con
un “punto caliente” de diversidad bioldgica ubicado en la zona central de Chile (Myers et al.,
2000). En efecto, las valerianas se encuentran bien representadas en el territorio argentino,
incluyendo actualmente 51 especies en total, que en su mayoria crecen restringidas a los
Andes de nuestro pais y Chile (Kutschker, 2011; Bell et al., 2012). En Patagonia, estas
plantas habitan numerosos ambientes, desde estepa y ecotono (ej.: V. clarionifolia), bosques
subantarticos (ej.: V. lapathifolia) hasta mallines (ej.: V. macrorhiza) y pedreros de altura
(ej.: V. moyanoi) (Kutschker & Morrone, 2012).

Los dérganos subterraneos de ciertas especies de Valeriana contienen numerosos productos
naturales con atribuciones terapéuticas, por lo que han sido utilizadas como sedantes y
relajantes, permitiendo la reduccion del nerviosismo y la agitacion asociados al estrés (Das
etal., 2021). Con estos fines desde la antigliedad se han utilizado extractos de rizomas y
raices de la especie euroasiatica Valeriana officinalis L. (Houghton, 1988). Numerosas

investigaciones se han llevado a cabo en esta especie y en la especie asiatica V. jatamansi
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Jones, con el objetivo de determinar cuales son los compuestos quimicos responsables de la

actividad bioldgica, pero hasta el momento no se ha llegado a un consenso.

En las plantas, los compuestos secundarios pertenecen mayoritariamente a tres familias
quimicas: fenoles, terpenos y alcaloides (Dereli, 2022). Esta amplia variedad de moléculas
organicas, parecen no tener una funcion directa en los procesos vitales de las plantas (ej.
fotosintesis), aunque si son importantes en otros procesos como la reproduccion,
constituyendo los pigmentos de las flores y frutos, atrayendo insectos y animales dispersores
(Wink, 2003). Los metabolitos secundarios también participan en la proteccion contra
herbivoria y defensa contra patégenos (War et al., 2020). Al ser una respuesta al entorno,
su sintesis puede verse afectada por factores ambientales como temperatura, altitud,
precipitaciones, estacionalidad, asi como también por la fisiologia y desarrollo fenoldgico
de las plantas (Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Yang et al., 2018).

En diferentes paises se buscan especies autdctonas de Valeriana como fuentes de materia
prima alternativas a V. officinalis. Ejemplos son los implementados en India con V.
jatamansi (Kaur et al., 1999), en México con V. edulis Nutt. ex Torr. & A. Gray subsp.
procera (Kunth) G. F. Mey. (Oliva et al., 2004), en Brasil con V. glechomifolia F. G. Mey.
(de Andrade Salles et al., 2000), en Guatemala con V. prionophylla Standl (Holzmann et al.,
2011) y en Argentina con V. carnosa Sm. (Nagahama et al., 2017; Guajardo et al., 2018;
Nagahama et al., 2019, 2020; Nagahama & Bonino, 2020).

Compuestos secundarios en Valeriana

En valerianas se han identificado mas de 150 constituyentes quimicos, entre alcaloides,
terpenos y fenoles, muchos de los cuales son farmacoldgicamente activos (Patocka & Jakl,
2010). En algunos reportes se menciona al acido valerénico y sus derivados (presentes en el
aceite esencial) como los principales compuestos activos de estas plantas, y responsables de
la actividad terapéutica (Bos et al., 1998; Benke et al., 2009; Orhan, 2021). En otros estudios,
la actividad sedativa es atribuida a los valepotriatos, compuestos que fueron aislados por
primera vez de raices y rizomas de V. jatamansi (Thies & Funke, 1966). No obstante, la
variabilidad observada en el contenido de estos compuestos y el mismo uso que se le da a

las diferentes valerianas en sus lugares de origen, sugieren que la actividad biologica de estas
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plantas quizas no sea debida a un solo tipo de compuesto, sino a un complejo de otro/s
compuesto/s que podrian no estar aun descriptos (Letchamo et al., 2004); o que la actividad
bioldgica es por el sinergismo de varios principios quimicos (Lipp, 1996; Fernandez et al.,
2005). Otros reportes involucran compuestos de naturaleza fendlica, al observarse que los
flavonoides presentes en valerianas poseen actividad sedativa en el sistema nervioso central
(Marder et al., 2003; Fernandez et al., 2004, 2005, 2006).

Ante el conocimiento floristico de la regién patagonica (Correa, 1963, 1971, 1984a ,1984b,
1988, 1998, 1999) y registros etnobotanicos de especies utilizadas en la medicina popular
(Conticello et al., 1997; Casamiquela, 1999; Molares & Ladio, 2008), se inicid la propuesta
de evaluacion de valerianas patagonicas a los fines de seleccionar fuentes de fitofarmacos
alternativas en especies nativas (Kutschker, 2009; Bach et al., 2014; Nagahama et al., 2014).
En dicha regién, V. carnosa, V. clarionifolia Phil., V. macrorhiza DC., entre otras, poseen
antecedentes de uso medicinal (Gusinde, 1936; Niemeyer, 1995; Molares & Ladio, 2009;
Richeri et al., 2015). En estas especies se han identificado tentativamente varios acidos
hidroxicinamicos, como el clorogénico, cinamico, ferdlico, entre otros (Guajardo et al.,
2018) y recientemente, se identificaron dos compuestos con propiedades sedativas:
diosmetina (un derivado de flavona) y hesperidina (una flavanona glicosilada) en V.
clarionifolia, estando presente este Ultimo compuesto también en V. carnosa y V. macrorhiza
(Marcucci etal., 2020). Asimismo, se reportd la ausencia de &cido valerénico en estas
especies patagdnicas. Otra planta que reporta usos medicinales y misticos?, es V. lapathifolia
Vahl., de la cual también se utilizan las raices (Niemeyer, 1995). Ademas, las hojas de V.
virescens Clos. poseen propiedades aromaticas, refrescantes y tonicas (Gusinde, 1936),
mientras que los extractos de V. macrorhiza presentan actividad ansiolitica (Marcucci et al.,
2020).

Si bien en nuestro pais se comercializa material vegetal de algunas especies de Valeriana
nativas (Cuassolo et al., 2010) cabe destacar que en la fitomedicina argentina sélo existen
antecedentes de produccion de fitomedicamentos a partir de V. officinalis y no de

representantes autoctonos (Bach etal., 2014). Debido a ello, se han realizado estudios

1V, lapathifolia serviria de alimento al Camahueto (torito del mar), animal mitoldgico chileno
(Bezzenberger, 2020).
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quimicos preliminares en algunas especies patagénicas (Kutschker et al., 2010; Guajardo
et al., 2018; Nagahama et al., 2020) y de caracterizacion genética e introduccion a cultivo en
V. carnosa, una de las especies mas utilizada en la medicina popular de la Patagonia
(Nagahama et al., 2019, 2014). Los resultados obtenidos sugieren la existencia de una gran
variabilidad a nivel quimico y genético entre diferentes poblaciones de V. carnosa

distribuidas a lo largo de la Patagonia (Nagahama et al., 2014).

En este contexto, se propusieron estudios de caracterizacion morfoldgica, quimica y genética
en tres especies de valerianas nativas de la Patagonia que habitan ambientes con
caracteristicas particularmente extremas: V. moyanoi y V. philippiana en zonas de gran
altitud, y V. gaimanensis en uno de los ambientes mas aridos de la meseta patagonica. Para
analizar la variabilidad intraespecifica, estas especies se estudiaron en diferentes ambientes
a lo largo y ancho de su distribucion, y en distintos estadios fenoldgicos, ya que segun
reportes previos en V. carnosa, la produccion de metabolitos secundarios varia segun el

estadio fenoldgico de las plantas (Guajardo et al., 2018).

En la Patagonia argentina, V. moyanoi se distribuye en las provincias de Neuquén, Rio
Negro, Chubut y Santa Cruz, entre los 1000 y 2500 m sobre el nivel del mar (snm), y V.
philippiana en las provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut, entre los 1000 y 2400 m
snm (Correa, 1999; Kutschker, 2011). Valeriana gaimanensis habita en afloramientos
rocosos entre los 100-200 m snm vy es la Gnica Valeriana endémica de la Patagonia extra-
andina, encontrandose solamente una poblacion en las cercanias del Dique Florentino
Ameghino, Chubut (Nagahama et al., 2016).

Las plantas de V. moyanoi, desarrollan una roseta comprimida contra el suelo en el primer
afio de vida (Fig. 1A), y en el segundo afio desarrollan un tallo florifero grueso, que se cubre
por completo de numerosas flores (Fig. 1B). Florece en primavera o verano dependiendo
principalmente de la altitud y latitud en donde crece, luego fructifica y finalmente muere
(Fig. 1C). Los frutos, como en todas las valerianas, son aquenios que en este caso poseen
papus plumoso (Kutschker, 2008, 2011). Por lo general, las poblaciones de V. moyanoi
crecen circunscriptas a pedreros por encima de los 1000 m snm y a veces los individuos

crecen bajo la proteccion de plantas nodrizas.
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Figura 1. Ejemplares de V. moyanoi. A) Roseta de un afio. B) Inflorescencia. C) Ejemplar en estadio de
fructificacion.

Por otro lado, V. philippiana se desarrolla en grietas de paredes rocosas o0 entre piedras en
las montafas patagdnicas (Fig. 2A), posee rizomas extendidos que le permiten formar matas
extensas (Fig. 2B), sus hojas son pinnatisectas y poseen numerosos Iébulos superpuestos que
le otorgan aspecto de helecho (Fig. 2C). Es una hierba sumamente aromatica, de olor
penetrante y desagradable. Florece en verano y fructifica a fines de esa estacion,

desarrollando frutos con papus plumosos (Kutschker, 2011; Ferreyra et al., 2020).

10
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Figura 2. V. philippiana A) Ejemplar en floracidn creciendo entre grietas rocosas. B) Forma de crecimiento.
C) Inflorescencias contraidas y hojas con l6bulos superpuestos.

En cuanto a V. gaimanensis, es una hierba que crece en paredes rocosas a 180 m snm (Fig.
3A). Esta especie es similar morfol6gicamente a V. carnosa, de la cual se diferencia por
presentar hojas membranosas-papiraceas (Fig. 3B), mayor numero de dientes en los
margenes de las hojas (20-30), papus con 10-12 cerdas, cerdas de papus mas cortas (1,7—
3,6 mm de largo) y frutos mas pequefios y pubescentes (2,9-4,7 x (0,9-)1,7-2,5 mm), entre
otros caracteres (Nagahama et al., 2016). Esta especie se desarrolla en una de las zonas mas
aridas de Patagonia (Fig. 3C), con una precipitacién anual que no supera los 150-200 mm
(Bianchi & Cravero, 2010).

11
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Figura 3. V. gaimanensis A) Ejemplar en floracion creciendo en las paredes rocosas. B) Detalle de las hojas.
C) Dique Florentino Ameghino, sitio donde crece esta especie.

Un aspecto importante del empleo de las valerianas para uso medicinal es que se utilizan las
raices y/o rizomas, por lo cual la obtencidn de la materia prima a partir de poblaciones
silvestres implica précticas extractivas que no son recomendadas para este tipo de especies.
Por lo general, las valerianas forman poblaciones aisladas, poco numerosas y sélo se
encuentran en estado silvestre. El inicio de cultivo de especies nativas representaria una
solucion a la problematica asociada al aprovechamiento de estos recursos, atendiendo los
aspectos de sustentabilidad y calidad. Identificar poblaciones potencialmente proveedoras
de material vegetal resulta un aspecto muy importante en la conservacion y uso sustentable

de estos recursos genéticos nativos, en caso que se decida explorar su cultivo.

De esta manera, en este trabajo se propone estudiar tres especies de valerianas nativas, V.
gaimanensis, V. moyanoi y V. philippiana, bajo la hipétesis de que su amplia distribucion
geografica en la Patagonia argentina ha promovido la ocurrencia de procesos de plasticidad
y/o adaptacion local, asociados a variabilidad morfoldgica, quimica y genética entre y dentro
de poblaciones. Principalmente, se pretende: 1- caracterizar de manera integrada diferentes
poblaciones de estas especies en Patagonia teniendo en cuenta sus caracteristicas
morfoldgicas, quimicas y genéticas, 2— correlacionar la caracterizacion morfologica y

molecular con la de metabolitos secundarios, 3— identificar posibles fenotipos de interés

12
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agronémico y 4— contribuir al conocimiento general y conservacion de recursos fitogenéticos

nativos.

Objetivo general

Caracterizar desde el punto de vista morfologico, quimico y genético diferentes poblaciones

de V. moyanoi, V. philippiana y V. gaimanensis e identificar la/s especies/poblaciones que

presenten mayor potencial para el desarrollo de planes de aprovechamiento sustentable.

Objetivos especificos

Caracterizar morfologicamente diferentes poblaciones naturales de las especies e
identificar fenotipos con caracteres de interés agronémico (mayor desarrollo del
sistema subterrdneo y tamafio de los frutos).

Cuantificar compuestos fenolicos y actividad antioxidante en extractos etanélicos de
Organos subterrdneos de las tres especies.

Comparar los perfiles quimicos entre especies y sus poblaciones e identificar

quimiotipos candidatos con potencial uso fitomedicinal.

Evaluar el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante de poblaciones

seleccionadas, en diferentes estadios fenoldgicos.

Estudiar y caracterizar genéticamente mediante el empleo de marcadores
moleculares (EST-SSR) diferentes poblaciones naturales de cada una de las especies

en Patagonia.

Correlacionar los resultados de caracterizacion morfologica con los obtenidos de la

caracterizacion quimica y genética.

13



Estudios quimicos, genéticos y morfoldgicos de tres especies nativas de

Valeriana (Valerianoideae, Caprifoliaceae)

Capitulo I: Estudios morfologicos
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Resumen

El género Valeriana ha sido revisado en Argentina y Chile, pero existe muy poca
informacidn respecto a la variabilidad morfologica intra e interpoblacional de las especies
que incluye. En este trabajo se estudiaron 56 individuos de 7 poblaciones naturales de V.
moyanoi y 64 individuos de 8 poblaciones de V. philippiana, dos especies patagonicas de
alta montana. Se consideraron 65 caracteres vegetativos y reproductivos para V. moyanoi y
69 para V. philippiana, a los fines de caracterizar morfolégicamente las poblaciones e
identificar caracteres de interés agrondmico. EI material se evalu6 mediante la metodologia
cléasica de observacion y medicion mediante microscopio estereoscépico y calibre digital.
Los datos se analizaron con técnicas de estadistica multivariada: Anélisis de Conglomerados
(AC), Analisis Discriminante Lineal (ADL) y Analisis de Componentes Principales (ACP).
Los resultados de este estudio indican gran variabilidad morfologica dentro y entre las
poblaciones de ambas especies, reportandose nuevos morfotipos para V. moyanoi en el Rio
Limay (Neuquén) y en Cerro Nahuelpan (Chubut). También se identificaron las poblaciones
con mayor desarrollo del sistema radical y aquenios méas grandes (Cerro Chalhuaco, Rio
Negro). En V. philippiana se diferenciaron las poblaciones ubicadas en la provincia de
Neuquén, presentando un mayor desarrollo de raices y rizomas (Copahue y Rucachoroi).
Ademaés, se ampliaron los rangos de medidas de los caracteres descriptos con anterioridad

para cada una de las especies.
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Introduccion

Las plantas pertenecientes a la subfamilia Valerianaceae se caracterizan por tener frutos del
tipo aquenio, ausencia de endosperma, flores con simetria bilateral o esporadicamente
asimétricas y con corolas gamopétalas, ovarios tricarpelares e inferiores, un carpelo fértil en
su madurez y un o6vulo anatropo (Das et al., 2021). Existe gran diversidad en la morfologia
de frutos y flores dentro de la subfamilia, destacandose la reduccion de la condicidn ancestral
de 4 a 3 estambres (Donoghue et al., 2003). Entre los géneros botanicos que incluye, se
destaca Valeriana por presentar importantes representantes medicinales, siendo plantas con
raices y rizomas de intenso aroma fétido, muy apreciadas en la medicina herbolaria
(Houghton, 1988). Por lo general, las valerianas crecen en altitudes bajas y medias, aunque
existen especies de montafias y algunas restringidas a la zona de alta montafia (Bell et al.,
2012). Su distribucion a nivel mundial es amplia, habitando las zonas templadas a frias del
Hemisferio Norte, Africa y preferentemente la region andina de Sudamérica. No se

encuentran en Australia ni las Islas del Pacifico (Kutschker, 2009).

Los tratamientos taxondmicos de las valerianas sudamericanas se han basado principalmente
en descripciones floristicas y andlisis filogenéticos. Se cita la morfologia de las flores, frutos
y nimero de estambres como caracteres importantes en la delimitacion de especies, siendo
estos caracteres altamente diversos (Bell & Smets, 2010). En valerianaceas (Valerianaceae
nom. conserv.) de Argentina, Borsini (1942, 1944) utilizé la forma, el tamafio y aspecto de
los frutos como caracter especifico diferencial mas constante, mientras que Kutschker (2009)
ademas de los frutos, considerd la morfologia de las hojas para definir grupos informales de

especies dentro del género.

Son escasos los estudios que abordan la variabilidad morfoldgica de las poblaciones
naturales de las especies a lo largo de su area de distribucion (variabilidad intra-especifica).
Una de las herramientas tradicionales en el estudio de la taxonomia botanica es el analisis
morfometrico, que resulta de gran utilidad para diferenciar hibridos interespecificos,
circunscribir especies o dilucidar relaciones taxonémicas a escala regional (Chiapella, 2000;
Grundt et al., 2000; Blanco-Dios, 2007; Fernandez et al., 2017). En valerianas, este tipo de
estudios se ha reportado con anterioridad comparando caracteres morfologicos entre V.

gaimanensis y V. carnosa, dos especies que resultan similares entre si (Nagahama et al.,
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2016), y recientemente se ha comparado y descripto una especie afin a V. philippiana (V.

praecipitis A.E. Villarroel & Menegoz) (Villarroel et al., 2022).

Con el fin de evaluar la diversidad morfologica de V. moyanoi y V. philippiana, se propuso
caracterizar especimenes provenientes de diferentes poblaciones, cubriendo la mayor parte
de sus distribuciones naturales. Resulta importante poder identificar a partir de estudios
morfolégicos las poblaciones con mayor potencial para la produccion de materia prima con
fines medicinales (raices y rizomas), en caso que se decida explorar su cultivo a futuro. Cabe
destacar que V. gaimanensis no se consideré en este capitulo, debido a que no se han
encontrado més poblaciones naturales (actualmente s6lo se conoce una Unica poblacion muy

pequefia) para evaluar la variabilidad inter poblacional.

Objetivo general

Caracterizar desde el punto de vista morfoldgico diferentes poblaciones de V. moyanoi y V.

philippiana y analizar la variabilidad morfoldgica existente entre y dentro de las poblaciones.

Objetivos especificos

=  Ampliar los rangos de medidas morfol6gicas para enriquecer las descripciones
realizadas con anterioridad.

= Comparar la morfologia de las especies a nivel intra e inter poblacional.

= Identificar fenotipos de V. moyanoi y V. philippiana que presenten caracteres de
interés agronémico, como por ejemplo mayor desarrollo del sistema radical (de
posible uso medicinal) y/o tamafio de los frutos (relacionado con la cantidad de

reservas y posibilidad de germinacion).

Materiales y métodos

Material vegetal

Durante la época estival de los afios 2018 y 2019 se localizaron siete poblaciones naturales
de V. moyanoi y ocho poblaciones de V. philippiana, en cuatro provincias patagonicas para
cubrir el rango geogréafico de distribucion y representar la variabilidad de las mismas (Fig.
4). Al momento de las recolecciones, algunos especimenes se encontraban en flor y otros en

fruto. Se trabajé con un minimo de 2 (Tecka) y un maximo de 12 individuos (Rio Limay)
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por poblacion para el caso de V. moyanoi, y con 8 individuos por poblacion para el caso de

V. philippiana (Tabla 1). Ejemplares de cada una de las poblaciones de ambas especies seran

depositados en los herbarios BCRU y CORD (siglas segin Index Herbariorum:

https://sweetgum.nybg.org/science/ih/). El estudio morfologico se llevd a cabo mediante

observaciones y mediciones de material fresco o seco, utilizando un microscopio

estereoscopico Leica L2 (Leica Microsystems Ltd.) y calibre digital (Electronic IP65, 797B

Series, Starrett®).

Tabla 1. Datos geogréficos de las poblaciones estudiadas por especie, indicando el nimero de individuos
recolectados por poblacién (N).

Especies N Provincia Poblacion Latitud Longitud Altitud
msnm
V. moyanoi 12 Neuquén Rio Limay (RL) 40°57'34"S 71°02'40"0 748
V. moyanoi 8 Rio Negro Cerro Chalhuaco (CH) 41°15'25"S 71°17'58"0 1591
V. moyanoi 8 Chubut Talagapa (TA) 42°03'51"S 68°12'14"0 1595
V. moyanoi 8 Chubut Cerro Nahuelpan (NA) 42°59'02"S 71°12'40"0 1376
V. moyanoi 2 Chubut Tecka (TE) 43°37'37"S 70°44'08"0 1348
V. moyanoi 8 Chubut Lago Fontana (FO) 44°54'31"S 71°12'59"0 1013
V. moyanoi 7 Santa Cruz Monte Zeballos (ZE) 47°00'55"S 71°48'58"0 1470
V. philippiana 8 Neuquén Copahue (CO) 37°48'56"S 71°06'35"0 2146
V. philippiana | 8 Neuquén Cerro Atravesada (AT) 38°56'34"S 70°37'08"0 2194
V. philippiana | 8 Neuquén Rucachoroi (RU) 39°16'43"S 71°10'58"0 1905
V. philippiana | 8 Neuquén Cerro Bayo (BA) 40°44'38"S 71°36'42"0 1722
V. philippiana | 8 Rio Negro Cerro Tronador (TR) 41°11'23"S 71°49'18"0 1559
V. philippiana | 8 Rio Negro Cerro Lindo (CL) 41°58'28"S 71°39'11"0 1600
V. philippiana | 8 Chubut Cerro Cénico (CC) 43°15'35"S 71°43'13"0 1380
V. philippiana | 8 Chubut Lago Guacho (LG) 43°47'38"S 71°30'11"0 1451
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Figura 4. Izquierda, mapa con las poblaciones naturales de V. moyanoi visitadas (circulos): RL, Rio Limay;
CH, Cerro Chalhuaco; TA, Talagapa; NA, Cerro Nahuelpan; TE, Tecka; FO, Lago Fontana; ZE, Monte
Zeballos. Derecha, mapa con las poblaciones de V. philippiana (tridngulos): CO, Copahue; AT, Cerro
Atravesada; RU, Rucachoroi; BA, Cerro Bayo; TR, Cerro Tronador, CL, Cerro Lindo; CC, Cerro Conico;

LG, Lago Guacho.

19



Estudios quimicos, genéticos y morfoldgicos de tres especies de Valeriana
CAPITULO I: Estudios morfoldgicos

Base de datos morfoldgicos

Como criterio de seleccion de las variables a medir se tuvieron en cuenta las descripciones
de Kutscher (2009) y Nagahama et al. (2016), con ligeras modificaciones. Para V. moyanoi
se examinaron 69 variables, teniendo en cuenta caracteres vegetativos y reproductivos
(Tabla 2). A continuacién, se mencionan algunas aclaraciones respecto a las denominaciones

y caracteres involucrados en este trabajo.
Inflorescencia

Las inflorescencias son una de las caracteristicas morfologicas mas destacables de las
valerianas, ya que resultan estructuras complejas y variables entre especies. Larsen (1986)
utiliza el término sinflorescencia, para referirse a una agregacion densa de paracladios,
definiendo paracladio a la repeticion de la estructura del eje principal del sistema de
floracion, en las ramas laterales. En este trabajo, los paracladios se llamaron “ramas” a los
fines practicos. De esta manera, la “rama basal” seria aquella primera ramificacion lateral
ubicada en la zona basal del vastago principal de la inflorescencia, “rama media” aquella
ramificacion lateral ubicada en la quinta posicion, contando desde abajo hacia arriba y “rama
superior”, la que se ubica en la zona apical del vastago (Fig. 5A). Ademas, se estimo una
medida para definir la densidad de las ramificaciones e inflorescencia, que se denominé
“indice de compactacion” y dependiendo de si se trataba de la inflorescencia completa o de
una rama, se denominé de manera diferente. Para calcular este indice, se dividié la longitud
de la rama basal (LR1), media (LRM) o superior (LR3) por el nimero de ramas de segundo
orden (NR). En el caso de la rama basal, el indice de compactacion se denomind “RRINR”.
Por otro lado, la compactacion de la inflorescencia se calculé de la misma manera,
dividiendo la longitud del vastago principal (LI) por el numero total de ramas (NR), por lo
que la denominacion fue RLINR, siendo los valores méas altos de RLINR un indicio de

inflorescencias mas laxas.
Frutos

Se tomaron tres medidas de ancho y longitud de 45 aquenios en total (Fig. 5B) de todas las

poblaciones (excepto Tecka, V. moyanoi).
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Estructuras foliares

Se realizO una distincion entre hojas “basales” y “superiores”, teniendo en cuenta su
ubicacion dentro de la roseta, lo que implica una diferencia de desarrollo de la hoja, siendo

las hojas superiores mas jovenes que las hojas basales (Fig. 5C y D).

Los términos “bractea” y “bractéola” resultan controversiales en bibliografia y fueron
discutidos por Rickett (1954) sin llegar a enunciados concluyentes. En este trabajo se
tuvieron en cuenta las recopilaciones de Font Quer (1953), basadas en las definiciones de
Linnaeus (1751), donde una bractea es cualquier 6rgano foliaceo situado en la proximidad
de las flores y distinto por su forma, tamafio, consistencia, etcétera, de las hojas normales y
de las que, transformadas, constituyen el céliz y la corola. En V. moyanoi, se consideraron
bréacteas a aquellas estructuras que acompafiaban a las ramificaciones laterales (paracladios)
de la inflorescencia (Fig. 5E).

Para V. philippiana se seleccionaron 61 caracteres morfologicos en total (Tabla 3). A

continuacion, algunos comentarios al respecto.
Inflorescencia

Se denomin6 “zona de ramificacion”, a aquella porcion de la inflorescencia donde

comienzan a dividirse las ramificaciones portadoras de flores (Fig. 6A).
Frutos

La mayoria de los individuos recolectados se encontraban en estadio de floracion, por lo que
se pudo trabajar con 55 frutos en total, de 4 poblaciones (RU, CO, BA y LG). Se tomaron
tres medidas de ancho y longitud de los aquenios (Fig. 6B).

Estructuras foliares

Se midieron 2 hojas por individuo. Se seleccionaron 3 lobulos por hoja (basal, medio,
superior), midiendo el ancho y largo de cada uno (Fig. 6C). Se tuvieron en cuenta aspectos
cualitativos como pubescencia del peciolo (glabro, pubescente) y tipo de apice de las hojas

(retuso, agudo, redondeado, emarginado).

En el caso de V. philippiana, se seleccionaron 3 bréacteas del vastago principal de la

inflorescencia, denominadas de acuerdo a su posicion: basales, medias y superiores; y se
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considerd bractéolas a aquellos profilos que se hallaban sobre un eje lateral de la
inflorescencia acompafiando a las flores (Font Quer, 1953). Las bractéolas basales se
encontraban inmediatamente por encima de la bractea superior, las bractéolas medias se
ubicaban en la segunda posicién sobre las bractéolas basales y las bractéolas superiores en

la zona apical (Fig. 6D).

Tabla 2. Caracteres morfol6gicos vegetativos y reproductivos seleccionados para V. moyanoi

Estructura Datos cuantitativos Datos cualitativos
Planta entera 1. Altura
Raiz y rizoma 2. Ancho Textura
3. Ancho base foliar
4. Ancho lamina
5. Longitud
6
7
8

N° lébulos
Long. Lob 1
. Long. Lob 2
9. Long.Lob3
10. Long. Lob 4
11. Long. Lob 5
12. Ancho base foliar
13. Ancho lamina
14. Longitud
15. N° Iébulos
Hoja superior 16. Long. Lob 1
17. Long. Lob 2
18. Long. Lob 3
19. Long. Lob 4
20. Long. Lob 5
21. Ancho base foliar
22. Ancho lamina
23. Longitud
24. N° lébulos
Bréactea basal 25. Long. Lob 1
26. Long. Lob 2
27. Long. Lob 3
28. Long. Lob 4
29. Long. Lob 5
30. Ancho base foliar
31. Ancho lamina
32. Longitud
33. N° Iébulos
Bractea media 34. Long. Lob 1
35. Long. Lob 2
36. Long. Lob 3
37. Long. Lob 4
38. Long. Lob5
39. Ancho base foliar
40. Ancho lamina Presencia/ausencia
41. Longitud pubescencia
42. N° lébulos

Presencia/ausencia

Hoja basal - 2
pubescencia peciolo

Presencia/ausencia
pubescencia peciolo

Presencia/ausencia
pubescencia

Presencia/ausencia
pubescencia

Bréactea superior
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43. Long. Lob 1

44. Long. Lob 2

45. Long. Lob 3

46. Long. Lob 4

47. Long. Lob 5

Inflorescencia

Primera 48. Longitud

rama 49. NUmero de ramitas . .
50, Relacia I Presencia/ausencia
' eamocn __ong. pubescencia
rama/n® de ramitas
51. Orden
Rama 52. Longitud
media 53. NUmero de ramitas . .
51 Relacion long Presencia/ausencia
) . ) ubescencia
Rama/n® de ramitas P
55. Orden
Rama 56. Longitud
superior 57. NUmero de ramitas . .
58, Relacion long Presenma/z_:\usenma
' o . ' pubescencia
rama/n® de ramitas
59. Orden
60. Ancho basal
61. Ancho medio
62. Ancho superior . .
- Presencia/ausencia
63. Longitud pubescencia
64. NUmero total de ramas

65.

Relacién longitud del vastago/N° de
ramas

Fruto

66.

Ancho medio, mayor

67.

Ancho apical

68.

Longitud

Presencia/ausencia
pubescencia
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rama
superior

A) €)

Figura 5. Detalle de las medidas lineales tomadas de los caracteres morfolégicos de V. moyanoi. A) Planta
entera: 1y 2, longitud y ancho de raiz; 3-5, anchos basal, medio y superior del vastago principal; 6, longitud
de la inflorescencia. B) Fruto: 1-3 anchos; 4, longitud del aquenio. C) Hoja: 1, ancho base foliar; 2, ancho
lamina; 3, longitud. D) Hoja: nimero de lébulos. E) Bractea: (en negro) acompafiando las ramificaciones.
Imagen modificada de la Flora Argentina (http://buscador.floraargentina.edu.ar/species/details/5040/55618)
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Tabla 3. Caracteres morfoldgicos seleccionados para V. philippiana

18. Ancho Lob 1

19. Long. Lob 1

20. Ancho Lob 2

21. Long. Lob 2

22. Ancho Lob 3

23. Long. Lob 3

Estructura Datos cuantitativos Datos cualitativos
Planta entera 1. Altura
Rizoma y/o raiz 2. Anchp Textura
1. Longitud Forma
Tallo 2. Diametro
3. Long. peciolo
4. Ancho lamina
5. Long. lamina
6. N°lébulos
Hoja 1 7. AncholLob 1 Pubescgncia pec_iolo
8. Long.Lob1 Tipo de 4pice
9. AnchoLob?2
10. Long. Lob 2
11. Ancho Lob 3
12. Long. Lob 3
13. Long. peciolo
14. Ancho lamina
15. Ancho lébulo a
I16bulo
16. Long. lamina
. 17. N° I6bulos Pubescencia peciolo
Hoja 2

Tipo de apice

Bréactea
basal

24. Ancho base foliar

25. Ancho lamina

26. Longitud

27. N° I6bulos

28. Long. Lob 1

29. Ancho Lob 1

Pubescencia
Tipo de margen
Tipo de apice

Bréactea
media

Inflorescencia

30. Ancho base foliar

31. Ancho lamina

32. Longitud

33. N° I6bulos

34. Long. Lob 1

35. Ancho Lob 1

Pubescencia
Tipo de margen
Tipo de apice

Bréctea
superior

36. Ancho base foliar

37. Ancho lamina

38. Longitud

39. N° I6bulos

40. Long. Lob 1

41. Ancho Lob 1

Pubescencia
Tipo de margen
Tipo de &pice

Bractéola
1

42. Ancho base

43. Ancho ldmina

44, Longitud

45, N° lébulos

Pubescencia
Tipo de margen
Tipo de &pice

46. Ancho base

Pubescencia
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Bractéola | 47. Ancho lamina Tipo de margen
2 48. Longitud Tipo de &pice
49. N° l6bulos
Bractéola | 50. Ancho base Pubescencia
3 51. Ancho lamina X
- Tipo de margen
52. Longitud Tipo de apice
53. N° lébulos
54. Longitud vastago
55. Longitud zona de ramificacion Pubescencia
56. N° de infloresc. x rizoma véstago principal
57. N° ramas del vastago principal
58. Ancho basal
59. Ancho medio .
Fruto 60. Ancho apical Pubescencia
61. Longitud
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nro de
inflorescencias

zona de
ramificaciéon

longitud
inflorescencia

L3 apice
longitud q’}
lamina {5 oy

longitud
peciolo

longitud
rizoma

Papus
compuesto
por setas

Figura 6. Detalle de los principales caracteres seleccionados para el caso de V. philippiana. A) Planta entera:1,
ancho del rizoma; 2, ancho del tallo. B) Fruto: 1-3, ancho; 4, longitud del aquenio. C) Hoja:1, l6bulos; 2,
ancho de la lamina. D) Inflorescencia:1, bréactea basal; 2, bractea media; 3, bractea superior; se considerd
bracteolas a aquellas estructuras foliares que acompafian las ramificaciones laterales, portadoras de flores.
Imagen modificada de la Flora Argentina (http://buscador.floraargentina.edu.ar/species/details/5099/55619)
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Analisis estadisticos

Se estimaron los coeficientes de correlacion de Spearman para un total de 41 variables
cuantitativas en el caso de V. moyanoi, con el objetivo de identificar aquellos pares de
caracteres altamente correlacionados que pudieran distorsionar los andlisis multivariados. El
analisis de correlacion se visualizd mediante un grafico con distintas intensidades de color,
los pares de variables con rho>0,5 se consideraron altamente correlacionadas y se descartd
una de ellas, asumiendo que dos rasgos correlacionados podrian estar bajo el control de un

solo gen con efectos pleiotropicos (Laphitz & Semple, 2015).

La base de datos fue analizada mediante Andlisis de Conglomerados (AC), Analisis
Discriminante Lineal (ADL) y Analisis de Componentes Principales (ACP), con el objetivo

de identificar patrones morfoldgicos que contribuyan a la separacion entre poblaciones.

La poblacion Tecka de V. moyanoi, no fue incluida en los analisis ya que se contaba
solamente con dos individuos en estadio de floracion. En el caso del AD, se utilizaron
variables cuantitativas y cualitativas ordinales en algunos casos, mientras que en los ACP se
utilizaron solamente las variables cuantitativas. Todos los valores de los caracteres

morfolégicos fueron estandarizados antes de realizar los analisis multivariados.

Ademaés, de acuerdo a la distribucion de los datos, se llevaron a cabo Andlisis de Varianza a
1 factor (ANOVA) bajo la hipétesis nula de que las medias de los grupos son
estadisticamente iguales, o en su defecto, la prueba de Kruskal Wallis (analisis no
paramétrico) con la hipotesis nula de que las medianas de todas las poblaciones resultaban
estadisticamente iguales entre si. Los analisis estadisticos se realizaron con los softwares
Infostat (Di Rienzo et al., 2020) y R studio v. 1.3.1073 (R Core Team, 2020).
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Resultados

Valeriana moyanoi

Descripcion:
Valeriana moyanoi Speg., Revista Fac. Agr. Univ. Nac. de L. P. 3: 607. 1897. TIPO:
Argentina. Chubut, Rio Corcovado, 2-111-1900, llin s.n. (holotipo, BAB 5150).

Valeriana fonckii Phil. var spiciformis Dusén, Rep. Princeton Univ. Exped. Patagonia 3:
250, tab.3. 1914. TIPO: Argentina. Santa Cruz, Boquete Zeballos, entre Lago Buenos Aires
y Lago Ghio, 1700 m s.m., 17-X11-1908, Skottsberg s.n. (SGO 58789).

Valeriana radicalis Clos var. patagonica Hicken, Darwiniana 2 (2-3): 70. 1930. TIPO:
Argentina. Santa Cruz, 300 m s.m., 14-X-1929, Donat 168 (holotipo, SI 346).

Plantas de hasta 50 cm de alto, didmetro de la raiz principal entre 0,5 — 3,30 cm. Hojas
basales dispuestas en roseta, de 0,9 a 9 cm, ancho de 0,3 a 1,5 cm. Las hojas pueden ser
glabras o pubescentes, lo que resulta variable dentro y entre poblaciones (Tabla 4). El
vastago principal de la inflorescencia se desarrolla engrosado en su zona basal (entre 0,4 -2
cm) y a medida que crece en altura se vuelve mas delgado (ancho de la zona media entre 0,2
— 1,5 cm, ancho de la parte superior entre 0,09 — 0,7 cm); la altura del vastago de las
inflorescencias varia entre 4 — 50 cm. Las bracteas que acompafan a las ramificaciones
basales, miden entre 8,5 y 53 mm de largo, con base foliar de 1 — 6 mm, y ancho de lamina
de 0,9 — 8,5 mm. Pueden ser enteras o lobuladas, presentando hasta 13 Iébulos, de 1,9 mm
de largo en promedio. A medida que se asciende por el vastago principal, se encuentran
bracteas de 3 a 25 mm de largo y 0,4 a 5,5 mm de ancho, que pueden presentar hasta 12
I6bulos, de 0,7 mm de largo en promedio. Las bracteas de la region apical de la
inflorescencia, miden 6 mm de longitud, con la base foliar un poco mas ancha que la lamina
(1,6 mm y 1,3 mm respectivamente). Por lo general son enteras, aunque se pueden encontrar
hasta 6 l6bulos, de menos de 1 mm de largo. Las inflorescencias pueden ser laxas
(RINR=10,68) o muy densas (RINR=0,82), con hasta 72 ramificaciones de primer orden.
Las ramificaciones laterales de la parte basal del vastago principal, miden 0,5- 15,5 cm de
largo y pueden dividirse en hasta 11 ramificaciones de segundo orden. En la zona media del

escapo floral, las ramificaciones laterales varian entre 0,4 — 7 cm de longitud y pueden
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contener 10 ramificaciones de segundo orden. Las ramificaciones de la zona apical del
vastago principal de la inflorescencia, miden entre 0,1 — 4,5 cm de largo y por lo general se
dividen en 2 ramificaciones de segundo orden. Las plantas son poligamas dioicas: algunas
presentan flores perfectas y flores pistiladas, de estigma trifido, y otras presentan flores
perfectas y flores masculinas con estambres exertos. Los frutos son aquenios piriformes, de

entre 2 — 4 mm de longitud y 1 — 3 mm de ancho.

Tabla 4. Presencia de pelos en las hojas de las poblaciones de V. moyanoi. Con x se indica ausencia y con v
presencia de pelos, junto con el nimero de individuos que resultaron positivos para esa caracteristica.

Hoja basal Hoja superior

Poblaciones Pubescencia Pupescencia Pubescencia Pupescencia

en toda la s6lo en el en toda la s6lo en el

lamina enves lamina enveés
Lago Fontana (FO) X v 6ind. X v 8ind.
Rio Limay (RL) X X X X
S:o. Nahuelpgn (DIA) morfotipo » v8ind. y v8ind.
flores amarillas

Co. Nahuelpan (NA) X v5ind. X v 8ind.
Talagapa (TA) X X X X
Tecka (TE) X v2ind. X v 2ind.
Co. Chalhuaco (CH) v 3ind. v 5ind. X v 7ind.
Monte Zeballos (ZE) X v 1lind. X v 1lind

Variabilidad morfoldgica entre poblaciones de Valeriana moyanoi

Se destacaron dos poblaciones de acuerdo a la morfologia general de los ejemplares
observados. Por un lado, la poblacion situada a orillas del Rio Limay (RL, Fig. 7A) y por el
otro, la poblacion del Cerro Nahuelpan (NA). Las plantas pertenecientes a la poblacién RL
fueron significativamente mas altas que el resto (p<0,05; Anexo I), con un valor promedio
de 34,95 cm. También presentaron hojas glabras (Fig. 7B y C) y las bracteas medias y
superiores mas largas (valor promedio de 15,6 mm y 7,5 mm respectivamente), aunque sin
diferencias significativas con TA. Las inflorescencias observadas fueron mas bien laxas (al
momento de su recoleccion se encontraban en estadio de fructificacion; Fig. 7D). Este sitio
fue visitado una segunda vez, encontrandose un solo ejemplar en estadio de floracion (Fig.
7E) que exhibia flores pequefias de corolas amarillas. Se destacd la imbricacion de
numerosas bracteas en las ramificaciones terminales de la inflorescencia (Fig. 7F). Los
aquenios de RL (valor promedio 2,7 mm) junto con los de la poblacion de Lago Fontana
(FO) fueron los mas pequerios en longitud y ancho.
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/ /'i,'

Figura 7. V. moyanoi, plantas de la poblacion RL en diferentes estadios fenoldgicos. A) Sitio donde crecen las
plantas; (B—C) rosetas de un afio de edad; d) ejemplar fructificando; (E-F) ejemplar en floracién, obsérvese las
flores amarillas y numerosas bractedlas imbricadas.

En el caso de la poblacion NA (Fig.8A), a medida que se ascendid por la montafa, se
observaron distintos morfotipos: a 1376 msnm de altitud se registraron ejemplares pequefios
con flores pistiladas de color amarillo palido, con estambres reducidos (aparentemente no
funcionales) y estilos exertos (Fig. 8B y C). Asimismo, se observaron ejemplares més altos
(altura promedio de 18 cm), con flores grandes, estaminadas, de corolas bicolor: por dentro
amarillentas y por fuera tendiendo a marron-rojizas, en las que el gineceo se encontraba
disminuido (Fig. 8D y E). Estos morfotipos coexistian con algunos ejemplares tipicos de
corolas rosadas (estaminadas o pistiladas), sin observarse individuos intermedios visibles
(Fig. 8F). A mayor altitud (1560 msnm), se encontraron plantas de menor porte y

exclusivamente con flores rosadas.
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Figura 8. V. moyanoi, diferentes morfotipos observados en la poblacién NA (Chubut). (B—C) pies femeninos,
flores pistiladas (D—E) pies masculinos con flores estaminadas, a 1376 msnm (F) ejemplares tipicos de flores
rosadas, en este caso pie masculino (flores estaminadas) creciendo a 1560 msnm.

Por otro lado, los individuos de los cerros Chalhuaco (CH) y Nahuelpan (NA) registraron
raices de diametros mayores en comparacion con el resto de poblaciones (p<0,05; Anexo I).
Las bracteas basales tuvieron longitudes mayores en la poblacion Talagapa (TA), aunque sin
diferencias significativas con RL y NA. Finalmente, los aquenios de las plantas del Cerro
Chalhuaco (CH) resultaron significativamente mas largos y anchos que los frutos de las

demas poblaciones.

En base a los resultados obtenidos a partir del andlisis de Correlacion de Spearman (Fig. 9),
se descartaron algunas variables cuantitativas para realizar los Analisis Multivariados,
considerando 25 variables totales: Longitud (LF) y ancho medio del aquenio (A2), altura de
las plantas (HP), diametros de las raices (DR), longitud hoja basal (LHB), ancho del peciolo
(AP), nimero de l6bulos hoja basal (NLHB), ancho peciolo hoja superior (APHS), ancho
lamina hoja superior (ALHS), ancho base foliar bractea basal (ABFB), ancho ld&mina bractea
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basal (ALBB), numero de lébulos bractea basal (NLBB), longitud bractea media (LBM),
ancho base foliar bractea media (ABFBM), longitud bractea superior (LBS), nimero de
I6bulos bréctea superior (NLBS), nimero de ramas de 2do orden de rama primera (NR1),
media (NR2) y superior (NR3), longitud rama media (LRM), relacion entre la longitud de la
rama media y el nimero de ramas de segundo orden (RR2NR), ancho basal (ABI) y superior
(ASI) de la inflorescencia, numero total de ramificaciones (NR) e indice de compactacion
de la inflorescencia (RLINR).

Los morfotipos amarillos de la poblacion NA, fueron incluidos en los Analisis Multivariados
considerando 23 variables cuantitativas en total, ya que, al encontrarse los individuos en

estadio de floracién, no se registraron las medidas de los frutos.
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Figura 9. Matriz de correlacidn, en color azul se observan las variables correlacionadas de manera positiva, en
rojo, las correlaciones negativas. A mayor intensidad de color, mayor correlacion.

LF= longitud del aquenio; Al y A2= anchos medio y mayor del aquenio; APF= ancho del apice del aquenio;
HP=altura de la planta; DR= didmetro raiz; LHB= longitud hoja basal; AP=ancho peciolo hoja basal; AHB=
ancho hoja basal; NLHB= nimero de I6bulos hoja basal; LHS= longitud hoja superior; APHS= ancho peciolo
hoja superior; ALHS= ancho lamina hoja superior; NLHS= ndmero lébulos hoja superior; LBB= longitud

33



Estudios quimicos, genéticos y morfoldgicos de tres especies de Valeriana
CAPITULO I: Estudios morfoldgicos

bréactea basal; ABFB= ancho base foliar bractea basal; ALBB= ancho ldmina bractea basal; NLBB= nlimero
de l6bulos bréctea basal; LBM= longitud bractea media; ABFBM= ancho base foliar bractea media; ABM=
ancho bractea media; NLBM= namero I8bulos bractea media; LBS= longitud bractea superior; ABFBS=
ancho base foliar bractea superior; ABS=ancho bractea superior; NLBS= nimero de I6bulos bractea superior;
LR1= longitud rama basal; NR1= nimero de ramas de 2do orden de la rama basal; RR1INR= relacion entre la
longitud de la rama basal y el nimero de ramas de segundo orden (indice compactacién); LRM= longitud rama
media; NR2= nimero de ramas de 2do orden de la rama media; RR2NR= relacion entre la longitud de la rama
media y el nimero de ramas de segundo orden (indice compactacion); LR3= longitud rama superior; NR3=
nimero de ramas de 2do orden de la rama superior; RR3NR= relacion entre la longitud de la rama superior y
el nimero de ramas de segundo orden (indice compactacion); ABI= ancho basal inflorescencia; AMI= ancho
medio inflorescencia; ASI=ancho superior inflorescencia; L 1=longitud del véastago de la inflorescencia; NRI=
namero de ramas totales; RLINR=relacion entre la longitud de la inflorescencia y el nimero de ramificaciones
(indice compactacion).

Analisis multivariados sin incluir el morfotipo “flores amarillas” de la poblacion NA

En el ACP con todas las poblaciones de V. moyanoi los tres primeros componentes
explicaron el 50% de la variacion total. Observando los autovectores (1, 2 y 3), las variables
altura de planta, ancho ldmina de bractea basal, nimero de I6bulos bractea basal, longitud
rama media, longitud bractea media y relacion entre la longitud de la rama media y el nimero
de ramas de segundo orden (RR2RM) expresaron la principal variacion en el componente
principal 1 (CP 1); mientras que las variables longitud aquenio, ancho del peciolo de la hoja
basal, longitud bractea superior, ancho basal y superior de la inflorescencia y relacion entre
la longitud del véstago de la inflorescencia y el nimero total de ramas, fueron importantes
en el CP 2. Por ultimo, las variables diametro de raiz, ancho del peciolo hoja superior,
longitud de la bractea media, nimero de ramificaciones de 2do orden de la rama media,
relacién entre la longitud de la rama media y el nimero de ramas de segundo orden, nimero
de ramificaciones de 2do orden de la rama superior y nimero total de ramificaciones de la
inflorescencia, fueron responsables de la principal variacion en el CP 3 (Tabla 5). El
coeficiente de correlacion cofenética fue alto (0,90), indicando un buen ajuste en relacién a
las distancias Euclideas en el espacio reducido y las distancias en el multiespacio original.
En los graficos del ACP (Figs. 10-12) se destaca la separacion de los individuos de la
poblacion RL del resto de poblaciones, sobre todo en los graficos CP1 vs CP2 y CP2 vs CP3.
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Figura 10. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersidn del valor medio de los especimenes de
V. moyanoi en los 2 primeros componentes principales, basado en 25 variables cuantitativas. Se sefiala con
elipse los individuos de RL. Poblaciones: FO, Lago Fontana; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; CH, Cerro

Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos; NA, Cerro Nahuelapan.
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Figura 11. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersidn del valor medio de los especimenes de
V. moyanoi en los componentes principales 1 y 3, basado en 25 variables cuantitativas. Poblaciones: FO, Lago
Fontana; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos; NA, Cerro Nahuelapan.
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Figura 12. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersion del valor medio de los especimenes de
V. moyanoi en los componentes principales 2 y 3, basado en 25 variables cuantitativas. Se sefiala (elipse) los
individuos de RL. Poblaciones: FO, Lago Fontana; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco;

ZE, Monte Zeballos; NA, Cerro Nahuelapan.
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Tabla 5. Analisis de Componentes Principales. Autovectores 1, 2 y 3. En negrita se indican las variables que
mas aportaron a la variacion en cada componente.

Variables 1 2 3
1. Longitud aquenio (LF) -0,03 034 0,25
2. Ancho medio fruto (A2) 0,01 0,21 -0,02
3. Altura planta (HP) 0,28 -0,21 0,08
4. Diametro raiz (DR) 0,22 0,21 0,33
5. Longitud hoja basal (LHB) 0,22 -0,19 0,01
6. Ancho peciolo hoja basal (AP) 0,17 0,30 0,20
7. N° lébulos hoja basal (NLHB) 0,19 0,07 0,16
8. Ancho peciolo hoja superior (APHS) 0,13 0,20 -0,29
9. Ancho hoja superior (ALHS) 0,23 0,02 -0,14
10. Ancho base foliar bractea basal (ABFB) 0,19 0,20 -0,11
11. Ancho lamina bréctea basal (ALBB) 0,27 -0,14 -0,10
12. N° I8bulos bréctea basal (NLBB) 0,29 -0,06 0,04
13. Longitud bréactea media (LBM) 0,26 -0,10 -0,29
14. Ancho base foliar bractea media (ABFBM) 0,24 0,16  -0,27
15. Longitud bréctea superior (LBS) 0,20 -0,28 -0,01
16. N° I6bulos bréctea superior (NLBS) 0,17 -0,23 0,24
17. N°ramas 2do orden rama 1 (NR1) 0,22 0,13 -0,20
18. Longitud rama media (LR2) 0,30 0,07 0,11
19. N°ramas rama media (NR2) 0,10 0,25 -0,31
20. Indice de compactacion (RR2NR) 0,26 -0,07 0,28
21. N°ramas R3 (NR3) -0,04 -0,04 -0,30
22. Ancho basal inflorescencia (ABI) 0,19 0,31 -0,03
23. Ancho superior inflorescencia (ASI) -0,02 0,30 0,01
24. Ne° total de ramas (NRI) 0,13 0,06 0,27
25. Indice de compactacion I (RLINR) 019 -027 -0,0

En el AC la correlacion cofenética fue de 0,76 indicando un buen agrupamiento de los datos.
Teniendo en cuenta una distancia Euclidea de 6, se observaron 4 conglomerados. Las
poblaciones que resultaron mas similares entre si fueron Monte Zeballos y Lago Fontana,
por un lado y Cerro Chalhuaco junto con Cerro Nahuelpan por el otro. Talagapa y Rio Limay
se separaron como grupos independientes (Fig. 13). Estas dos poblaciones estan localizadas
en zonas particulares, Talagapa es el sitio mas al Este donde hallamos ejemplares de V.
moyanoi, mientras que Rio Limay se encuentra a orillas del rio homonimo, a una altura de

748 msnm.
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Figura 13. Analisis de Conglomerados. Dendograma obtenido a partir de las poblaciones de V. moyanoi
estudiadas: RL, Rio Limay; TA, Talagapa; ZE, Monte Zeballos; FO, Lago Fontana; NA, Cerro Nahuelapan;
CH, Cerro Chalhuaco. Se indica en el rectangulo las poblaciones mas similares.

Por otro lado, en el ADL se discriminaron entre 3 y 4 grupos en base a las 25 variables
seleccionadas. En el gréafico de los ejes candnicos 1 vs 2, se observaron a las poblaciones
RL, ZE y CH como grupos separados (Fig. 14). En el gréafico de los ejes candnicos 1 vs 3,

se observo a los individuos de RL y CH separados del resto de poblaciones (Fig. 15).

El eje canonico 1 explico el 56,34% de la variacion total entre poblaciones. A partir de las
funciones discriminantes estandarizadas por las varianzas comunes, se observd que las
variables indice de compactacién de la rama media de la inflorescencia, longitud y ancho
medio del aquenio, longitud de la rama media de la inflorescencia, nUmero de ramas de 2do
orden de la rama media de la inflorescencia, altura de las plantas y nimero de lobulos de
hoja basal, fueron las mas importantes para la discriminacion sobre el eje 1, mientras que las

variables ancho del peciolo de la hoja basal, nimero de l6bulos de la bréactea basal, longitud
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de rama media de la inflorescencia, numero de ramas de 2do orden de la rama media y el
indice de compactacion de la rama media de la inflorescencia, fueron las mas importantes
para el eje canodnico 2, que explico el 17,97% de la variacion. Por ultimo, el eje canonico 3
explicé el 12,68% de la variacion total, siendo las variables altura planta, longitud hoja basal,
numero de Iébulos de bractea basal y numero de ramas de 2do orden de la rama basal, las

mas importantes en este eje (Tabla 6).
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Figura 14. Analisis Discriminante Lineal. Grafico de los ejes canénicos 1 vs 2 para las poblaciones de V.
moyanoi. Se destacan en verde las poblaciones mas separadas. Poblaciones: FO, Lago Fontana; RL, Rio
Limay; TA, Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos; NA, Cerro Nahuelpan.
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Figura 15. Analisis Discriminante Lineal. Grafico de los ejes canénicos 1 vs 3. Se destacan (rectangulos) las
poblaciones RL y CH claramente separadas del resto. Poblaciones: FO, Lago Fontana; RL, Rio Limay; TA,
Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos; NA, Cerro Nahuelpan.
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Tabla 6. Analisis Discriminante Lineal- Funciones discriminantes, datos estandarizados con las varianzas

comunes. En negrita los valores mas importantes en cada eje.

Variables 1 2 3

1. Longitud aquenio 1,10 -0,46 042
2. Ancho medio fruto 0,86 0,15 -0,19
3. Altura planta -066 -0,18 0,84
4. Diametro raiz -0,04 034 -0,21
5. Longitud hoja basal -0,28 -0,13 0,70
6. Ancho peciolo hoja basal 0,26 0,65 0,23
7. N° lébulos hoja basal 0,79 -0,34 0,47
8. Ancho peciolo hoja superior 0,02 0,16  -0,35
9. Ancho hoja superior 0,05 0,32 -0,10
10. Ancho base foliar bractea basal -0,05 0,53 0,20
11. Ancho lamina bractea basal -0,13 -0,56 -0,11
12. Ne° I6bulos bréctea basal -0,26 0,77 -0,96
13. Longitud bractea media -0,11  -0,33 0,49
14. Ancho base foliar brctea media 0,11  -0,29  -0,13
15. Longitud bréactea superior -0,71 0,02 041
16. N° I6bulos bractea superior 0,02 0,23 0,10
17. N°ramas 2do orden rama 1 0,19 -0,03 -0,67
18. Longitud rama media (R2) -1,35 231 -0,42
19. N°ramas R2 09 -0,69 0,26
20. indice de compactacion R2 2,10 -1,71 0,19
21. N°ramas R3 -0,39 -0,27 -0,25
22. Ancho basal inflorescencia -0,07 -0,44 -043
23. Ancho superior inflorescencia 0,39 0,20 0,45
24. N° total de ramas 0,16 -0,06 0,15
25. Indice de compactacion | 0,21 0,52 0,05

Anélisis Multivariados incluyendo el morfotipo “flores amarillas” de la poblacién NA

En el ACP los tres primeros componentes explicaron el 48% de la variacion total.

Observando los tres autovectores (1, 2 y 3), las variables altura de planta (HP), longitud rama

media (LRM), relacion entre la longitud de la rama media y el nimero de ramas de segundo
orden (RR2RM), longitud bractea media (LBM), nimero de l6bulos bractea basal (NLBB)
y ancho de ldmina de bractea basal (ALBB) expresaron la principal variacion en el
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componente principal 1 (CP 1); mientras que las variables ancho del peciolo de la hoja basal
(AP), ancho superior del vastago de la inflorescencia (ASI); ancho del peciolo de la hoja
superior (APHS), ancho basal del vastago de la inflorescencia (ABI) e indice de
compactacion de la inflorescencia (RLINR) fueron importantes en el CP 2. Por altimo, las
variables diametro de raiz (DR), nimero de l6bulos de la hoja basal (NLHB), nimero de
ramas de 2do orden de la rama superior (NR3), nimero de ramas de segundo orden de rama
media (NR2), longitud bractea media (LBM) y ancho base foliar bractea media (ABFBM)
fueron responsables de la principal variacion en el CP 3 (Tabla 7). En los graficos CP1 vs
CP2y CP2 vs CP3 del ACP (Figs. 16-18) también se destaca la separacion de los individuos

de la poblacién RL del resto de poblaciones.
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Figura 16. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersion del valor medio de los especimenes de
V. moyanoi en los componentes principales 1 y 2, basado en 23 variables cuantitativas. Se sefialan dentro del
elipse todos los individuos de RL y dos de TA. Poblaciones: FO, Lago Fontana; RL, Rio Limay; NA FA,
Cerro Nahuelpan morfotipo flores amarillas; TA, Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos; NA,
Cerro Nahuelapan.
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Figura 17. Anélisis de Componentes Principales. Gréfico de dispersion del valor medio de los especimenes de

V. moyanoi en los componentes principales 1 y 3, basado en 23 variables cuantitativas. Poblaciones: RL, Rio
Limay; ZE, Monte Zeballos; TA, Talagapa; FO, Lago Fontana; NA FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores

amarillas; NA, Cerro Nahuelapan (flores rosadas); CH, Cerro Chalhuaco.
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Figura 18. Andlisis de Componentes Principales. Gréfico de dispersion del valor medio de los especimenes de
V. moyanoi en los componentes principales 1 y 3, basado en 23 variables cuantitativas. Se sefiala (elipse) los
individuos de RL. Poblaciones: RL, Rio Limay; ZE, Monte Zeballos; TA, Talagapa; FO, Lago Fontana; NA
FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores amarillas; NA, Cerro Nahuelapan (flores rosadas); CH, Cerro

Chalhuaco.
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Tabla 7. Analisis de Componentes Principales- Autovectores 1, 2 y 3. En negrita se indican las variables que

mas aportaron a la variacidn en cada componente.

Variables 1 2 3
1. HP 0,30 -0,22 0,07
2. DR 0,21 0,23 0,42
3. LHB 0,22 -0,11 -0,03
4, AP 0,14 0,34 0,25
5. NLHB 0,13 0,08 0,36
6. APHS 0,09 0,31 -0,12
7. ALHS 0,25 -0,02 -0,11
8. ABFB 0,19 0,26 -0,07
9. ALBB 0,26 -0,06 -0,18
10. NLBB 0,26 -0,04 0,05
11. LBM 0,27 -0,12 -0,30
12. ABFBM 0,21 0,25 -0,30
13. LBS 0,23 -0,28 -0,09
14. NLBS 0,17 -0,20 0,15
15. NR1 0,20 0,11 -0,17
16. NR2 0,06 0,28 -0,33
17. NR3 -0,02 0,09 -0,35
18. LRM 0,32 0,04 0,04
19. RR2RM 0,29 -0,11 0,21
20. ABI 0,20 0,30 0,03
21. ASI -0,03 0,34 0,04
22. NRI 0,13 0,09 0,19
23. RLINR 0,22 -0,29  -0,05

En el AC la correlacion cofenética fue de 0,70 indicando un buen agrupamiento de los datos.

Teniendo en cuenta una distancia Euclidea de 5, se observaron 6 conglomerados. Las

poblaciones FO y el morfotipo amarillo NA FA fueron agrupadas, siendo mas similares entre

si. El resto de poblaciones se separaron como grupos independientes (Fig. 19).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)
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Figura 19. Andlisis de Conglomerados. Dendograma obtenido a partir de las poblaciones de V. moyanoi
incluyendo el morfotipo de flores amarillas: RL, Rio Limay; ZE, Monte Zeballos; TA, Talagapa; FO, Lago
Fontana; NA FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores amarillas; NA, Cerro Nahuelapan (flores rosadas); CH,
Cerro Chalhuaco.

En el ADL se discriminé la poblacion RL de forma clara en los ejes candnicos 1vs2 y 1vs3.
Los individuos de flores amarillas (NA FA) mostraron poca dispersion (Fig. 20). En los ejes
canonicos 1vs3 también se separd TA (Fig. 21). Por ultimo, en los ejes candnicos 2vs3, se

observaron tres poblaciones més separadas del resto: CH, NA 'y TA (Fig. 22).

El eje canonico 1 explico el 36,62% de la variacion total entre poblaciones. A partir de las
funciones discriminantes estandarizadas por las varianzas comunes, se observd que las
variables longitud bractea superior (LBS), indice de compactacion de la inflorescencia
(RLINR), longitud rama media (LRM), longitud bractea media (LBM), altura de planta
(HP), longitud hoja basal (LHB), ancho ldamina hoja superior (ALHS), relacién entre la
longitud de la rama media y el nimero de ramas de segundo orden (RR2RM), ancho de
peciolo (AP) fueron las mas importantes para la discriminacion sobre el eje 1, mientras que
las variables AP, numero de ramas de 2do orden de rama superior (NR3), el nimero de ramas

de segundo orden (RR2RM) y RLINR fueron las méas importantes para el eje canoénico 2,
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que explico el 26,81% de la variacion. Por ultimo, el eje canonico 3 explico el 12,86% de la
variacion total, siendo las variables ancho base foliar bractea media (ABFBM), ancho de
ldmina de bréactea basal (ALBB), ancho basal del vastago de la inflorescencia (ABI), NR3,

numero de I6bulos bractea superior (NLBS) y diametro de raiz (DR) las mas importantes en
este eje (Tabla 8).
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Figura 20. Anélisis Discriminante Lienal. Grafico de los ejes candnicos 1 vs 2 para las poblaciones de V.
moyanoi. Se sefialan (elipse) los individuos de RL. Poblaciones: ZE, Monte Zeballos; TA, Talagapa; RL, Rio

Limay; FO, Lago Fontana; NA FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores Amarillas; NA, Cerro Nahuelpan; CH,
Cerro Chalhuaco.
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Figura 21. Analisis Discriminante Lineal. Grafico de los ejes candnicos 1 vs 3 para las poblaciones de V.
moyanoi. Se destacan con elipses las poblaciones mas separadas (RL y TA). Poblaciones: ZE, Monte Zeballos;
TA, Talagapa; RL, Rio Limay; FO, Lago Fontana; NA FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores Amarillas; NA,

Cerro Nahuelpan flores rosadas; CH, Cerro Chalhuaco.
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Figura 22. Anélisis Discriminante Lineal. Grafico de los ejes candnicos 2 vs 3 para las poblaciones de V.
moyanoi. Las elipses destacan las poblaciones que mejor se separaron (CH, NA 'y TA). Poblaciones: ZE, Monte
Zeballos; TA, Talagapa; RL, Rio Limay; FO, Lago Fontana; NA FA, Cerro Nahuelpan morfotipo flores

Amarillas; NA, Cerro Nahuelpan; CH, Cerro Chalhuaco.
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Tabla 8. Analisis Discriminante Lineal- Funciones discriminantes, datos estandarizados con las varianzas
comunes. En negrita los valores mas importantes en cada eje.

1 2 3
1. HP 046 -0,09 -0,31
2. DR -0,08 035 -0,68
3. LHB 0,40 0,06 0,35
4. AP -0,46 056 -0,08
5. NLHB -016 019 -0,32
6. APHS 003 -0,19 0,22
7. ALHS -054 -0,12 -0,74
8. ABFB 0,03 0,25 0,56
9. ALBB 003 -034 061
10. NLBB -0,09 027 -0,12
11. LBM 0,47 -0,28 -0,51
12. ABFBM -032 012 0,80
13. LBS 063 -023 -0,21
14. NLBS -022 024 -0,85
15. NR1 -021 0,02 -0,02
16. NR2 -0,38 -0,07 0,48
17. NR3 -0,30 -0,67 -0,86
18. LRM 0,48 1,18 047
19. RR2RM -048 -055 1,01
20. ABI -0,10 -0,08 -0,87
21. ASI -0,11 012 -0,17
22. NRI 004 -037 -0,24
23. RLINR 05 040 0,06

Valeriana philippiana

Descripcion:
Valeriana philippiana Brig., Ann. Conserv. Jard. Bot. Genéve 17: 333. 1911-1913 =
Valeriana pulchella Phil., Linnaea 33:102. 1864-65, non Marl. & Gal., 1844. TIPO: Chile.

Provincia de Valdivia, Andes de Ranco, 1676 m s.m., Pearce s.n.

Plantas de hasta 23 cm de alto, rizoma cilindrico, sublefioso, didmetro entre 0,4 — 1,5 cm.
Tallos de 0,2 — 72 cm de diametro, con entrenudos muy cortos. Hojas pinnatilobadas
dispuestas en pseudo rosetas, laminas de 2 — 45 cm de longitud y 1 — 3 cm de ancho. Lobulos
superpuestos, glabros, 12 a 39 por hoja, orbiculares a obovados, algo irregulares, mas
grandes en la zona media de la hoja (7 x 6,5 mm). Peciolos de 0,8 a 9 cm de largo,
canaliculados y pubescentes. Inflorescencias terminales contraidas, hasta 4 por planta, de 3
— 19 cm de largo, y con 15 ramificaciones. Zona de ramificacion pubescente, de 0,7 — 7,5
cm de longitud.
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Las bracteas son sésiles, crecen en el vastago principal de cada inflorescencia (antes de llegar
a la zona de ramificacion), y pueden ser hasta 4. Las bracteas basales miden entre 3 —29 mm
de largo, con base foliar de 1 — 5 mm, y ancho de lamina de 0,8 — 7 mm. Pueden ser enteras
o lobuladas, presentando hasta 10 l6bulos por bractea (0,6 mm de largo x 0,3 mm de ancho).
Las bracteas medias miden entre 4 — 21 mm de largo y 1 — 6 mm de ancho, con ancho de la
base foliar de 0,8 — 4 mm. Pueden ser enteras o lobuladas, presentando hasta 11 I6bulos por
bréctea, de 0,5 mm de largo x 0,3 mm de ancho. Las bracteas superiores miden 4 — 14 mm
de longitud, con laminas de 1 — 5 mm de ancho y base foliar de 1 — 6 mm. Generalmente son
enteras, pero pueden tener entre 1 — 4 l6bulos por bractea, de 0,06 mm de largo x 0,05 mm

de ancho.

En la zona de ramificacion, se observan bractéolas sésiles que acompafan a las flores o
ramificaciones florales. Las que se encuentran en la parte basal son de 3 —10 mm de longitud,
con laminas de 1 — 4 mm de ancho y base foliar de 0,6 — 4 mm, son enteras, generalmente
con pelos en la base y de apice laminar agudo. Las bractéolas medias miden 3 — 21 mm de
longitud y 0,7 — 6 mm de ancho, con base foliar de 1 — 5 mm de ancho. Presentan pelos en
la base, por lo general son enteras, pero pueden presentar hasta un l6bulo. Generalmente el
apice es agudo, pero también puede ser redondeado o emarginado. Las bractéolas superiores
miden 4 — 14 mm de longitud y 1 — 5 mm de ancho, presentando una base foliar de 1 — 6 mm
de ancho. Son enteras, aunque pueden presentar hasta un Iébulo. Tienen pelos en la base y

apices variables en forma, siendo agudos, redondeados, retusos o0 emarginados.

Plantas poligamo dioicas, con flores gibosas, las masculinas con estambres exertos y gineceo
reducido, las femeninas con estigmas sobresalientes y estambres reducidos, l6bulos de la
corola plegados hacia atras. Los frutos son aquenios elipsoides, de entre 2 — 5 mm de
longitud, 0,8 — 2 mm de ancho basal y 0,5 — 1,5 mm de ancho medio, con apice de 0,4 — 1
mm de longitud. Papus formado por 13 a 17 setas plumosas, de 5,5 mm de longitud

promedio.

Variabilidad morfoldgica entre poblaciones de Valeriana philippiana:

Se observo variabilidad morfoldgica en las poblaciones de esta especie (Anexo 1). En las
poblaciones RU y CO se observaron las plantas mas altas (incluyendo a las inflorescencias)
con ldminas mas largas y anchas, ubicadas en la provincia de Neuquén. Las plantas de Cerro

Lindo (CL) y Lago Guacho (LG), ubicadas en Rio Negro y Chubut, respectivamente,
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resultaron significativamente mas bajas (p<0,05). El diametro de las raices de las plantas de
Cerro Atravesada (AT) y CO fue mayor de manera significativa respecto a las poblaciones
sur LG, CC, TR y CL (Rio Negro y Chubut). Por otro lado, la poblacion RU presento las
bracteas basales mas largas, aunque sin diferencias significativas respecto a AT y BA. La
poblacién BA, ademaés, presentd bracteas medias significativamente mayores que las
bracteas de CL y LG. Las bracteas superiores de las poblaciones CC y BA fueron
significativamente mayores que las bracteas superiores de LG. Por ultimo, los aquenios
resultaron ser méas grandes (longitud) en RU respecto a BA 'y LG; y mas anchos en CO y RU

respecto a LG y BA.

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de Correlacién de Spearman (Fig. 23) se
seleccionaron 19 variables cuantitativas para realizar los analisis multivariados: ancho (AR)
y longitud del rizoma (LR); longitud lamina (LL); longitud (LBB), ancho (ABB) y numero
de l6bulos de bréctea basal (NLBB); numero de I6bulos bractea superior (NLBS); longitud
(LBr1) y ancho de bractéola basal (AnBrl); longitud (LBr2) y numero de lobulos de
bractéola media (NLBr2); longitud (LBr3), ancho (AnBr3) y nimero de I6bulos de bractéola
superior (NLBr3); longitud de inflorescencia (LI); numero de inflorescencias por planta
(NI); namero de ramificaciones (NR); nimero de entrenudos (NE) y relacion entre la
longitud de la zona de ramificacion y el nimero de entrenudos (RINR).

53



Estudios quimicos, genéticos y morfoldgicos de tres especies de Valeriana
CAPITULO I: Estudios morfoldgicos

an E

o llii‘;

T lli i‘ .

AL R ‘n.

AGD iql_l';'.l':'-

=y
N s
Pt
55

ARS .i |_|':l.'-\.

TR
7z M T TE Rt

NE H . L |
| — E— ]

-1 08 06 04 02 0 02 04 08 0.8

Figura 23. Visualizacion de la matriz de correlacion, en color azul se observan las variables correlacionadas de
manera positiva, en rojo, las correlaciones negativas. A mayor intensidad de color, mayor correlacién.

HP= altura planta, AR= ancho rizoma; LR= longitud rizoma; DT= didmetro tallo; LP= longitud peciolo; LL=
longitud Idmina; AL= ancho lamina; NLH= namero Iébulos hoja; LBB= longitud bréctea basal; ABB=ancho
bractea basal; NLBB= namero de I6bulos bractea basal; LBS= longitud bractea superior; ABS= ancho bractea
superior; NLBS= nimero de lébulos bractea superior; LBrl1= longitud bractéola basal; AnBrl= ancho
bractéola basal; LBr2= longitud bractéola media; AnBr2=ancho bractéola media; NLBr2= nimero de l6bulos
bractéola media; LBr3= longitud bractéola superior; AnBr3= ancho bractéola superior; NLBr3= nimero de
I6bulos bractéola superior; LI= longitud inflorescencia; NI= nimero de inflorescencias por planta; LZR=
longitud zona de ramificacion; NR= nimero de ramificaciones; RINR= Relacion longitud de zona de
ramificacion / nimero de entrenudos; NE= nimero de entrenudos.

En el ACP los tres primeros componentes explicaron el 49% de la variacion total.
Observando los tres autovectores (1, 2 y 3), las variables ABB, AnBrl, LBr, NLBr2, LBr2,
LI y NE fueron importantes para explicar la variacion en el CP1. En el CP2, las variables
AR, ABB, AnBrl1, NLBr2, LBr3 y AnBr3 fueron las mas importantes, mientras que en el
CP3 las variables que mas explicaron la variacién en este componente fueron NLBB y NLBS
(Tabla 9). En los graficos del ACP (Fig. 24-26) se puede observar mayor dispersion de los
individuos de las poblaciones norte, localizadas en la provincia de Neuquéen (CO, RU, ATy

BA) y no se observa un patréon claro de agrupamiento, sélo tendencias de separacion.
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Figura 24. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersidn del valor medio de los especimenes de
V. philippiana en los 2 primeros componentes principales, basado en 19 variables cuantitativas. Poblaciones
norte (simbolos rellenos): AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi.
Poblaciones sur (simbolos vacios): CC, Cerro Conico; CL, Cerro lindo; LG, Lago Guacho; TR, Cerro

Tronador.
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Figura 25. Analisis de Componentes Principales. Grafico de dispersidn del valor medio de los especimenes de
V. philippiana en los componentes principales 1 y 3, basado en 19 variables cuantitativas. Poblaciones norte
(simbolos rellenos): AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi. Poblaciones sur
(simbolos vacios): CC, Cerro Conico; CL, Cerro lindo; LG, Lago Guacho; TR, Cerro Tronador.
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Figura 26. Analisis de Componentes Principales. Gréafico de dispersion del valor medio de los especimenes de
V. philippiana en los componentes principales 1 y 2, basado en 19 variables cuantitativas. Poblaciones norte

(simbolos rellenos): AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi. Poblaciones sur
(simbolos vacios): CC, Cerro Cénico; CL, Cerro lindo; LG, Lago Guacho; TR, Cerro Tronador.
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Tabla 9. Andlisis de Componentes Principales- Autovectores 1, 2 y 3. En negrita se resaltan los valores que
mas aportaron a cada componente.

Variables 1 2 3
1. Ancho rizoma (AR) 0,19 042 0,04
2. Longitud raiz (LR) -0,02 013 011
3. Longitud ldmina (LL) 0,11 -0,04 0,10
4. Long. bractea basal (LBB) 0,27 -0,13 0,33
5. Ancho bréctea basal (ABB) 0,31 -0,29 -0,07
6. N° Iébulos bractea basal (NLBB) 0,05 0,32 0,55
7. N° lébulos bractea superior (NLBS) 0,13 0,13 0,50
8. Long. bractéola basal (LBr1) 0,37 -0,10 -0,06
9. Ancho bractéola basal (AnBr1) 0,31 -0,31 -0,09
10. N° Iébulos bractéola media (NLBr2) 0,14 0,33 -0,26
11. Longitud bractéola media (LBr2) 0,32 -0,17 -0,10
12. N° I8bulos bractéola superior (NLBr3) 0,00 0,00 0,00
13. Longitud bractéola superior (LBr3) 0,17 0,41 -0,25
14. Ancho bractéola superior (AnBr3) 0,15 0,32 -0,37
15. Longitud inflorescencia (LI) 0,32 0,15 0,04
16. N° inflorescencias (NI) 019 -0,02 -0,05
17. N° ramificaciones (NR) 0,20 -0,16 -0,06
18. N° entrenudos (NE) 0,33 -0,02 0,14
19. Zona de ramif./N° entrenudos (RINR) 0,25 0,17 -0,01

En el AC la correlacién cofenética fue de 0,73 y a una distancia de 5,95 se pudo observar la
separacién en dos conglomerados de acuerdo a la ubicacion geografica de las poblaciones,
por un lado las localizadas al sur del paralelo 41 (poblaciones sur: CL, TR, LG, CC) y por
el otro, las poblaciones ubicadas en la provincia de Neuguén (poblaciones norte: BA, CO,
RU, AT; Fig. 27).
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Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)
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Figura 27. Analisis de Conglomerados. Dendograma obtenido a partir de 19 variables cuantitativas, de las
poblaciones de V. philippiana. En el rectangulo se sefialan las poblaciones norte, localizadas en la provincia de
Neuquén. Poblaciones sur: CL, Cerro Lindo; TR, Cerro Tronador; LG, Lago Guacho; CC, Cerro Cénico.
Poblaciones norte: BA, Cerro Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi; AT, Cerro Atravesada.

Si se agrega en el andlisis a las variables cualitativas, se obtiene otro agrupamiento con una
mayor correlacion cofenética (0,80), donde la poblacion BA (Neuquén), a una distancia de
8,9 se separa como grupo independiente pero junto a las poblaciones sur, en vez de estar en

el conglomerado con las poblaciones norte como en el caso anterior (Fig. 28).
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Promedio (Average linkage)

Distancia. (Euclidea)
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Figura 28. Analisis de Conglomerados. Dendograma de las poblaciones de V. philippiana teniendo en cuenta
las variables cualitativas y las 19 variables cuantitativas. El rectangulo negro sefiala las poblaciones ubicadas
en la provincia de Neuquén y el rectangulo verde, las poblaciones del norte neuquino. Poblaciones sur: LG,
Lago Guacho; CL, Cerro Lindo; TR, Cerro Tronador; CC, Cerro Conico. Poblaciones norte: BA, Cerro Bayo;
RU, Rucachoroi; CO, Copahue; AT, Cerro Atravesada.

En el ADL, las poblaciones CO y CL se presentaron mas separadas del resto de poblaciones,
mientras que las poblaciones AT y RU se observaron agrupadas (Fig. 29). Ademas, la
poblacion BA (Neuquén) se agrup6 con las poblaciones sur, como se observé en el Analisis
de Conglomerados (Ejes Canodnicos 1vs2). En el segundo gréfico (Fig. 30) se visualizaron 3
grupos: CO como un grupo indepediente del resto, la poblacion CL sumada al grupo de AT
y RU vy el tercer grupo con el resto de las poblaciones. En el tercer grafico de los Ejes
Canonicos 2vs3, se observaron 3 grupos, por un lado los individuos de AT y RU, por otro
los individuos de BA y por altimo, los individuos de CL (Fig. 31).
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Figura 29. Analisis Discriminante Lienal. Grafico de los ejes candnicos 1 y 2. Los simbolos rellenos indican

las poblaciones norte (AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro

Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi), los simbolos

sin relleno indican las poblaciones sur (CC, Cerro Conico; CL, Cerro Lindo; LG, Lago Guacho; TR, Cerro

Tronador).
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Figura 30. Andlisis Discriminante Lineal. Gréafico de los ejes can6nicos 1y 3. Los simbolos con relleno indican

las poblaciones norte (AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro

Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi), los simbolos

sin relleno indican las poblaciones sur (CC, Cerro Conico; CL, Cerro Lindo; LG, Lago Guacho; TR, Cerro

Tronador).
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Figura 31. Andlisis Discriminante Lineal. Gréafico de los ejes can6nicos 2 y 3. Los simbolos con relleno indican
las poblaciones norte (RU, Rucachoroi; CO, Copahue; BA, Cerro Bayo; AT, Cerro Atravesada), los simbolos
sin relleno indican las poblaciones sur (TR, Cerro Tronador; LG, Lago Guacho; CL, Cerro Lindo; CC, Cerro
Conico).

El eje canonico 1 explico el 60,98% de la variacion total entre poblaciones, el eje candnico
2 explico el 17,45% vy el eje canonico 3 el 7,67%. A partir de las funciones discriminantes
estandarizadas por las varianzas comunes (Tablas 10 y 11), se observo que las variables
cuantitativas numero de l6bulos bractea superior (NLBS) y nimero de I6bulos bractéola
superior (NLBr3) junto con las variables cualitativas apice ldmina, pubescencia bractéola
superior, margen bractea superior, apice bractéola basal, margen bractéola superior y
pubescencia bractéola superior, aportaron al eje canonico 1, mientras que las variables
cuantitativas numero de l6bulos bractea basal (NLBB), longitud y ancho bractéola basal
(LBrl y AnBrl) y relacion entre la zona de ramificacion y el nimero de entrenudos de la
inflorescencia (RINR) junto con las variables cualitativas apice de lamina, pubescencia
bractea superior, margen bractea superior, apice bractéola basal, resultaron importantes en
el eje candnico 2. Por altimo, las variables cuantitativas longitud de ldmina (LL), nimero de
I6bulos bractea superior (NLBS), longitud bractéola basal (LBr1), longitud bractéola media
(LBr2), numero de ramificaciones de la inflorescencia (NR) y nimero de entrenudos (NE)
junto con las variables cualitativas pubescencia bractea basal, margen bréactea basal,
pubescencia bractea media y margen bractea superior, aportaron a la variacion explicada en

el eje canonico 3.
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Tabla 10. Analisis Discriminante Lineal- Funciones discriminantes - datos estandarizados con las varianzas
comunes. En negrita se destacan los valores mas importantes para cada componente.

Variables cuantitativas 1 2 3
1. Anchorizoma (AR) 0,25 -0,30 -0,47
2. Longitud raiz (LR) -0,78 -0,05 0,53
3. Longitud lamina (LL) 0,06 0,68 -1,51
4. Long. bractea basal (LBB) 0,97 -0,95 0,69
5. Ancho bréctea basal (ABB) -0,74 -0,05 -0,79
6. N° Iébulos bractea basal (NLBB) -2,22 1,34 -0,11
7. N° lébulos bractea superior (NLBS) 11,12 0,32 1,35
8. Long. bractéola basal (LBr1) 0,48 122 -1,72
9. Ancho bractéola basal (AnBrl) 0,13 157 -0,12
10. N° Iébulos bractéola media (NLBr2) -1,27 0,08 0,46
11. Longitud bractéola media (LBr2) 0,51 0,18 1,39
12. N° I8bulos bractéola superior (NLBr3) -413 0,34 -0,14
13. Longitud bractéola superior (LBr3) -1,35  -0,22 0,25
14. Ancho bractéola superior (ANBr3) 1,09 -0,06 -0,24
15. Longitud inflorescencia (LI) 1,03 -0,86 0,24
16. Ne° inflorescencias (NI) -1,72 0,69 0,11
17. N° ramificaciones (NR) 042 -052 -1,65
18. N° entrenudos (NE) -1,15 -045 1,84
19. Zona de ramificacién/ N° entrenudos (RINR) 0,17 -152 047
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Tabla 11. Analisis Discriminante Lineal- Funciones discriminantes de las variables cualitativas - datos
estandarizados con las varianzas comunes. En negrita se destacan los valores mas importantes para cada
componente.

Variables cualitativas 1 2 3
1. Pubescencia peciolo 0,00 0,00 0,00
2. Apice lamina 2,15 -0,94 -0,02
3. Pubescencia bractea basal -0,21 035 093
4. Margen bractea basal 0,08 -0,76 -0,96
5. Apice bréctea basal 089 031 0,88
6. Pubescencia bractea media -1,39  -0,73 -0,89
7. Margen bractea media -1,49 -050 0,81
8. Apice bractea media 053 008 -0,03
9. Pubescencia bréctea superior 3,17 0,87 -0,58
10. Margen bréctea superior -566 -0,89 -1,64
11. Apice bractea superior 1,76 -0,11 -0,30
12. Margen bractéola basal 0,00 0,00 0,00
13. Apice bractéola basal -305 1,07 -047
14. Pubescencia bractéola basal -1,34 0,33 -0,31
15. Margen bractéola media -1,27 0,08 0,46
16. Apice bractéola media 1,71 -0,58 0,66
17. Pubescencia bractéola media -0,32 -0,44 0,04
18. Margen bractéola superior -4,13 0,34 -0,14
19. Apice bractéola superior 0,73 0,35 -0,01
20. Pubescencia bractéola superior 2,27 0,06 -0,40
21. Pubescencia vastago inflorescencia -0,30 059 -0,36
22. Pubescencia ramificaciones -029 037 042
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Discusion

Los resultados de este trabajo revelaron gran variabilidad morfoldgica entre poblaciones
naturales de V. moyanoi y V. philippiana. Borsini (1946) menciona que las variaciones en
las hojas e inflorescencias tienen un valor secundario para separar especies dentro del género
y lo mismo ratifica Kutschker (2011) en cuanto al tamafio y la caracterizacion de las
inflorescencias (laxas o contraidas). Sin embargo, esos caracteres resultaron utiles para
separar entre las poblaciones de Valeriana analizadas, sobre todo en V. moyanoi, donde la
longitud y ancho del vastago de las inflorescencias, indices de compactacién y nimero de
ramificaciones, permitieron discriminar entre poblaciones. Otras variables importantes en
esta especie fueron la longitud y ancho de los frutos, caracter utilizado por Borsini (1942—
1944) para separar entre especies. Las poblaciones Rio Limay (RL) y Talagapa (TA)
resultaron interesantes ya que se diferenciaron del resto de poblaciones, estando RL
localizada a la menor altitud registrada hasta el momento, y TA ubicada al extremo Este de
su distribucion natural. En V. moyanoi ademas se pudieron relevar morfotipos que no habian
sido descriptos para la especie con anterioridad. Tal es el caso de la poblacion RL, donde se
examinaron caracteres cuantitativos, como el tamafio de las hojas, tamafio de frutos, altura
de las plantas y caracteres cualitativos como la coloracion de flores y pubescencia de las
hojas, observandose diferencias significativas respecto a las demés poblaciones. Teniendo
en cuenta que estas plantas crecen circunscriptas a una formacién rocosa a 748 msnm aislada
de otras poblaciones, estos ejemplares podrian ser considerados un ecotipo de V. moyanoi o
incluso una variedad o subespecie dentro de la especie, aunque para su confirmacién se

requiere de un estudio mas profundo.

Otra poblacién interesante fue Cerro Nahuelpan (NA), donde ademas de hallar las tipicas
plantas con flores rosadas, se encontraron especimenes con flores de distintas tonalidades de
marron y amarillo (dependiendo el individuo). En esta poblacidn se observaron plantas bajas
en altura (~ 10 cm), con flores pistiladas de corolas pequefias amarillo palido, con el
androceo reducido, y plantas méas altas (20 cm) con flores estaminadas que presentan el
gineceo reducido, de corolas grandes con tonalidad rojiza o marron. En valerianaceas,
Eriksen (1989) menciona que muchas veces las flores de distintos sexos de una misma
especie presentan diferentes tonalidades (o gradiente de colores), siendo las flores pistiladas

las mas oscuras. Esto no coincide con nuestras observaciones en la poblacion NA (V.
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moyanoi), donde las flores mas oscuras fueron las de estambres exertos y gineceo
aparentemente no funcional. Si bien este autor también menciona que el color, el tamafio y
las formas de las corolas tienen un valor taxonémico limitado dentro del género, esas
caracteristicas resultan importantes en lo que respecta a polinizadores y sistemas de
apareamiento de las plantas (Drew & Sytsma, 2013). Por ejemplo, muchas flores rojas del
bosque Andino Patagénico dependen mayormente del picaflor rubi (Sephanoides
sephanoides) para su polinizacion (Ezcurra etal., 2014). Las flores rojas de Anemone
pavonina Lam. son preferidas por los escarabajos (Pygopleurus sp.), que son sus principales
polinizadores en elevaciones bajas (Streinzer et al., 2019). Los registros bibliograficos
respecto a la coloracién de las flores de V. moyanoi, indican que en esta especie puede
observarse una gradacién del color blanco al rosado, flores blancas con tintes rosados o flores
rosadas a lilas (Kutschker, 2011; Ferreyra et al., 2020). El color amarillo es considerado raro
en valerianas de Sudamérica Austral (Kutschker, 2009) y se reporta en V. chilensis Borsini
(Kutschker, 2011), en V. sedifolia d’Urv. (Ferreyra et al., 2020) y en los géneros Patrinia y
Aretiastrum (DC.) Spach (Eriksen, 1989) que actualmente son considerados sinbnimos

heterotipicos de Valeriana (WCVP, https://powo.science.kew.org/). Las variaciones del

color floral son consideradas una de las transiciones evolutivas mas comunes en plantas y
los polinizadores se proponen como importantes agentes selectivos que impulsan esas
variaciones (Johnson et al., 2020). Asimismo, los polinizadores pueden variar a lo largo de
un gradiente altitudinal, pudiendo afectar las caracteristicas florales (Dohzono & Suzuki,
2010; Nagano et al., 2014). Otras hipétesis involucran la evolucion no adaptativa producto
de la deriva genética, o la consecuencia indirecta de los efectos pleiotrépicos de los genes
relacionados con la adaptacion fisiolégica o vegetativa a las condiciones ambientales
(Wright, 1943; Armbruster, 2002). Las relaciones ecoldgicas no se han estudiado en estas

valerianas, por lo que este interrogante quedara pendiente para futuras investigaciones.

Por otro lado, en valerianas sudamericanas y en otras como V. jatamansi (valeriana india),
se cita que las flores hermafroditas son de mayor tamafio que las femeninas (Barrie, 2003;
Kutschker, 2011; Chakraborty et al., 2015). En este trabajo observamos que en V. moyanoi
las flores estaminadas con gineceo reducido son mas grandes que las flores pistiladas con
estaminodios. En cuanto al sistema de apareamiento, en trabajos previos se menciona que la
ginodioecia, modalidad de la poligamia en que unos pies tienen flores hermafroditas y otros

pies las tienen femeninas (Font Quer, 1953), esta mayormente presente en plantas con
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inflorescencias paniculiformes, aunque también se reporta en V. moyanoi, cuyo tipo de
inflorescencia es mas bien espiciforme (Kutschker, 2011; Gonzalez, 2014). Las
observaciones de las flores de los especimenes de esta especie, se adaptan a la definicidn de
poligamo-dioicas, debido a que técnicamente todas las flores fueron originalmente
hermafroditas, s6lo que aparentemente uno u otro arreglo parece funcional (pies femeninos
0 pies masculinos). Se podria hipotetizar que esta especie se encuentra transitando su
evolucion hacia la dioecia.

Para V. philippiana también se citan flores poligamo ginodioicas (Kutschker, 2011), aunque
Gonzéalez (2014) reporta que el sistema de apareamiento es hermafrodita. Nuestras
observaciones al igual que en V. moyanoi, se adaptan a la definicion de poligamo dioicas.

En esta especie todas las flores observadas fueron de coloracion blanco y rosadas.

Los anélisis multivariados en V. philippiana revelaron una diferenciacion de las poblaciones
situadas mas al norte, localizadas en la provincia de Neuquén (poblaciones norte) respecto a
las poblaciones ubicadas por debajo de los 40° de latitud Sur, mayormente en Rio Negro y
Chubut. Las bracteas y bractéolas resultaron estructuras importantes para separar a las
poblaciones de esta especie. Las poblaciones Rucachoroi (RU) y Cerro Atravesada (AT)
fueron agrupadas teniendo en cuenta las 19 variables cuantitativas seleccionadas, tanto en el
ADL como en el AC, pero con la inclusién de los caracteres cualitativos, Rucachoroi (RU)
se agrup6 con Copahue (CO). (Kutschker & Morrone, 2012) sugirieron un centro de
diversificacion del genero en las latitudes correspondientes a la provincia de Neuquén,
producto de un periodo de aislamiento causado por el levantamiento de los Andes. Las
poblaciones norte se localizan en sitios relativamente cercanos entre si, comparten un clima
similar, y podrian haber estado aisladas por miles de afios de las poblaciones del sur,
principalmente debido a numerosos periodos glaciales que pudieron haber influido en la

historia evolutiva de la especie.

Por otro lado, las raices y rizomas de las valerianas son utilizadas en la herbolaria mundial
por poseer compuestos quimicos de importancia medicinal (Dweck, 1997), es por ello que
el desarrollo de estos drganos es importante al momento de seleccionar las plantas como
fuente de materia prima con fines medicinales. Para V. moyanoi se cita un rizoma poco
desarrollado, carnoso y rugoso transversalmente (Correa, 1999; Kutschker, 2009). Sin

embargo, en este estudio no se observaron rizomas en esta especie, ya que es una planta
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bianual con raiz pivotante, por lo que no seria conveniente multiplicarla mediante
macropropagacion asexual (esquejes). Se recomienda explorar la propagacion sexual
mediante germinacion de frutos. Para futuros programas de reproduccién de la especie,
considerando que el tamario de las semillas esta directamente relacionado con la cantidad de
reservas disponibles y la viabilidad de las mismas (Joseau et al., 2013), se sugiere seleccionar
a las plantas de la poblacion del Cerro Chalhuaco (CH) por presentar los frutos

significativamente més grandes.

En ensayos de propagacion de especies de valerianas de Ecuador, la luz resulta indispensable
para la germinacion de las semillas (Jiménez, 2022). En cuanto al tiempo y la viabilidad de
los aquenios, en ensayos con V. clarionifolia se menciona que la viabilidad de las semillas
disminuye con el almacenamiento a largo plazo (Berastegui etal., 2016). No existe
informacidn respecto a la propagacion de las valerianas de montafia estudiadas, no obstante,
los pardmetros a considerar de acuerdo a ensayos con otras representantes del género, serian
la luz, estratificacion fria himeda (5°C), asepsia de aquenios y tamafio de particulas del
sustrato (Sanchez & Riat, 2021).

Para el caso de V. philippiana al ser una especie perenne y presentar rizomas muy extendidos
y ramificados, su propagacion vegetativa podria ser factible (Kutschker, 2011). Las
poblaciones que se sugieren para ser seleccionadas en caso de iniciar alguna préactica de
cultivo, de acuerdo al desarrollo del sistema subterraneo (diametro de sus rizomas), serian
las denominadas aqui como “poblaciones norte”, distribuidas en la provincia de Neuquén.
Especificamente las plantas de Copahue por presentar ademas menor varianza intra-

poblacional, seguida por la poblacién Rucachoroi.

Finalmente, en una proxima etapa proponemos recopilar informacién ambiental de los sitios
de muestreo a partir de estaciones meteoroldgicas in situ, o en su defecto mediante
herramientas geomaticas (Ej.: Google Earth Engine), a los fines de realizar un Analisis de
Redundancia (RDA, en inglés) y poder evaluar la relacion entre la variacion morfoldgica

observada y el ambiente donde se desarrollan estas plantas.
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Conclusiones

Los resultados de este capitulo proporcionan una vision general respecto a la variabilidad
morfoldgica de dos especies de valerianas de alta montafia. En general, las dos especies
presentan variacion entre sus poblaciones en el tamafio de las plantas, el didmetro de sus
organos subterraneos y el tamafio de sus frutos. El color de las flores también varia en
algunos casos. En Valeriana moyanoi se encontré que las plantas pertenecientes a la
poblacién Rio Limay fueron significativamente mas altas que el resto, con inflorescencias
mas laxas y flores amarillo palido en vez de blanco-rosadas, mientras que la poblacion de
Nahuelpan present6 plantas de distinta altura, siendo mas pequefias las que crecen a mayor
altitud, y con gran variacion en el tamafio y color de las flores, desde amarillas hasta rosadas.
Los individuos de los cerros Chalhuaco y Nahuelpan registraron raices de didmetros mayores
en comparacion con el resto, y los aquenios de las plantas del Cerro Chalhuaco resultaron
significativamente mayores que los frutos de las demas poblaciones. En el caso de Valeriana
philippiana, se encontré que las poblaciones de Neuquén situadas al norte de su distribucion
(Copahue, Cerro Atravesada y Rucachoroi) difieren morfoldégicamente de las del sur,
principalmente en caracteristicas de sus brécteas, y que las de Copahue y Rucachoroi
presentan un mayor desarrollo de 6rganos subterraneos. Algunos aspectos derivados de los
resultados obtenidos seran retomados en los siguientes capitulos de esta Tesis y otros podran

ser de utilidad en investigaciones futuras.
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Resumen

En este capitulo se analizé el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante de
extractos etandlicos de raiz en tres especies de valerianas nativas (V. moyanoi, V. philippiana
y V. gaimanensis). El contenido de fenoles totales vari6 entre 0,20 y 2,26 mg GAE/g para V.
moyanoi y su actividad antioxidante fue 5,82-273,74 mg VCE/100 g. En V. philippiana se
registraron mayores valores para el contenido de fenoles totales (3,39-9,64 mg GAE/Q) y
actividad antioxidante (65,83-347,75 mg VCE/100 g). Por ultimo, en V. gaimanensis el
contenido fendlico registrado fue de 3,45 mg GAE/g y la actividad antioxidante estimada en
porcentaje de DPPH neutralizado fue del 20%. Se observé variabilidad y diferencias
significativas entre poblaciones en las especies de montafia (p<0,05). Ademas, se reportd
mayor actividad antioxidante en plantas en estadio vegetativo para V. moyanoi y V.
philippiana. Los andlisis de correlacion mostraron una correlacién positiva entre el
contenido fendlico y la actividad antioxidante en V. philippiana (rho=0,56; p<0,001). En
algunos individuos de esta especie, el contenido de fenoles y actividad antioxidante
resultaron similares al de otras valerianas de uso medicinal en Patagonia (V. carnosa y V.

clarionifolia).

Introduccion

A lo largo de su historia evolutiva, las plantas desarrollaron un complejo y diverso
metabolismo utilizando precursores simples e inorganicos para sintetizar compuestos de bajo
peso molecular estructuralmente variados (Yeshi etal., 2022). El arsenal de sustancias
quimicas no estaba presente en sus antepasados acudticos, permitiéndoles adaptarse e
interactuar con el ambiente terrestre y otros seres vivos (Jacobowitz & Weng, 2020; Wink,
2010). Durante mucho tiempo a estas moléculas se las consideré “productos de desecho”,
acumulados en las células como resultado de un sistema excretor deficiente (Hartmann,
2007). A finales del siglo XIX, Kossel (1891) introdujo la expresion “componentes
secundarios” para referirse a ciertos compuestos celulares que no se encontraban en todas
las células y por lo tanto no eran esenciales, diferenciandolos de los componentes
“primarios” (Luckner, 1984). Posteriormente, a medida que se fueron conociendo las

actividades biologicas de estos compuestos, surgieron numerosas denominaciones para
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evitar la connotacion negativa que implicaba llamarlos “secundarios”, lo que denotaria un

menor valor para el organismo (Hadacek, 2002).

De acuerdo a la bibliografia tradicional, los metabolitos primarios son compuestos quimicos
presentes en organismos Vvivos vitales para su normal funcionamiento, como aminoéacidos,
nucleotidos, azucares y lipidos (Karlovsky, 2008). Los metabolitos considerados
secundarios, por otra parte, no estarian implicados de manera directa en los procesos del
metabolismo primario, pero su presencia representaria una ventaja competitiva considerable
para los individuos que los sintetizan; como ejemplos se pueden mencionar a los compuestos
fendlicos, terpenos, esteroides y alcaloides (Diyabalanage, 2022). Las especies vegetales
también cuentan con compuestos involucrados en los procesos regulatorios, denominados
fitohormonas, como por ejemplo las auxinas, acido giberélico y citoquininas (Erb &
Kliebenstein, 2020).

Recientemente, gracias a los avances genéticos y quimicos se ha demostrado que los
metabolitos secundarios pueden ser multifuncionales y comportarse como primarios,
secundarios o fitohormonas, con el fin de que la planta se adapte al ambiente; de esta manera,
se conciben como moléculas integradas en redes metabolicas que pueden ser moldeadas
dinamicamente por las presiones de seleccion ambiental (Hartmann, 2007; Erb &
Kliebenstein, 2020). En este trabajo se adoptara “metabolitos secundarios” para referirnos a

todos los compuestos quimicos presentes en las plantas.

Mientras que los metabolitos primarios son conservados a nivel taxonoémico de Division y
entre Reinos (Karlovsky, 2008), dentro del Reino Plantae la presencia de ciertos metabolitos
secundarios puede encontrarse restringida a una familia, género botanico o incluso a nivel
de especie (Wink, 2010); por ello en ciertas ocasiones son considerados marcadores
guimiotaxonémicos de importancia sistematica (Schenck & Busta, 2022). Los metabolitos
secundarios se sintetizan en estructuras especializadas como ductos, glandulas, tricomas y
en pequefias cantidades, incluso siendo almacenados en sus formas inactivas (Li et al., 2020).
En ocasiones los metabolitos de interés se encuentran en toda la planta, pero en mayor
concentracion en 6rganos o estructuras especificas. Por ejemplo, en el caso del hipérico
(Hypericum perforatum L.) el compuesto hipericina se halla en mayor medida en las anteras
de las flores, disminuyendo su contenido en hojas y tallos (Hevia et al.,, 2005); en la

manzanilla (Matricaria chamomilla L.) sucede algo similar, las sustancias de interés se
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encuentran especificamente en las flores mas que en el resto de la planta (Franz, 1985). En
el caso de las valerianas, los valepotriatos generalmente se hallan en mayor proporcion en
los 6rganos subterraneos, aunque también pueden encontrarse en otras partes de la planta
(Silva et al., 2002; Almeida etal., 2019). Estos compuestos de naturaleza iridoide, son
inestables, termolabiles y se descomponen bajo condiciones alcalinas, acidas o soluciones
alcoholicas, formando sustancias amarillentas denominadas baldrinales (Pato¢ka & Jakl,
2010). Algunos autores mencionan que estos compuestos serian los responsables de la
actividad sedativa de las valerianas y contribuirian al tratamiento de la epilepsia, la
depresion, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Nandhini et al.,
2018). Sin embargo, desde que se report6 que los valepotriatos presentan actividad citotoxica
y pueden inhibir la sintesis de ADN, en el mercado se buscan productos con alto contenido

de &cido valerénico (sesquiterpeno) pero bajo en valepotriatos (Wang et al., 2010).

Los metabolitos secundarios juegan un papel clave en la adaptacion de la planta al medio
ambiente, con diversas actividades bioldgicas. Como ejemplos se pueden mencionar las
propiedades antioxidantes, antialimentarias, insecticidas y larvicidas, antibioticas,
antifangicas y antivirales que previenen las infecciones y ataques de patégenos, brindando
proteccion contra la depredacion, el parasitismo, la invasion y la competencia (Nishida,
2014; War et al., 2020; Yeshi et al., 2022). Ademas, los metabolitos secundarios protegen
contra la radiacion UV y forman parte de los pigmentos de flores y frutos (Moghe & Last,
2015).

Si bien es posible clasificar a estas familias de moléculas segun el tipo de esqueleto
carbonado y grupos funcionales que las forman, o nombrarlas de acuerdo al nombre genérico
0 epiteto especifico de las plantas donde se descubrieron, resulta ampliamente aceptado
diferenciarlas segun el origen biosintético, existiendo tres grandes grupos: terpenos (y
esteroides), alcaloides (junto con otros compuestos nitrogenados) y compuestos fendlicos
(Li et al., 2020) (Fig. 32).
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Figura 32. Estructuras de metabolitos secundarios presentes en especies de Valeriana. A) Terpeno valeranona
presente en V. himalayana Grubov. B) Alcaloide actinidina y C) Flavonoide quercetina, presentes en V.
officinalis (Wang et al. 2010). Imagenes extraidas de https://molview.org

Factores que influyen en la sintesis de metabolitos secundarios

La sintesis y acumulaciéon de los metabolitos secundarios involucran factores genéticos,
ontogenéticos, morfogenéticos y ambientales (Yang etal., 2018) que determinan la
variabilidad fitoquimica existente dentro de las especies vegetales. Muchos estudios sobre
la variacion de estos metabolitos se han realizado en plantas de importancia comercial, por
lo que podrian haber estado bajo ciertas presiones selectivas (antrdpicas) y cuyo
comportamiento no siempre seria representativo de las especies silvestres (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007). Conocer la variabilidad fitoquimica de las plantas es sumamente importante
al momento de decidir, por ejemplo, qué parte (6rgano) es el mas conveniente a utilizar o la
época mas provechosa para realizar la cosecha del material vegetal (Santos-Gomes &

Fernandes-Ferreira, 2001).

Las plantas han desarrollado ciertos mecanismos de adaptacion frente a los cambios del
medio y diversas formas de relacionarse con otros seres vivos, tales cambios en las
condiciones de crecimiento son considerados estreses (Robert-Seilaniantz et al., 2010).
Pueden ser de naturaleza bidtica (causados por organismos vivos) o abidtica, relacionados a
factores ambientales como la temperatura, altitud, radiacion solar, sequia, caracteristicas

edafoldgicas, entre otros (Yeshi et al., 2022).

La respuesta metabdlica al estrés es integral e involucra a todo el organismo, siendo comun
a ambos estreses los mecanismos relacionados con las especies reactivas del oxigeno (ROS
en inglés) (Robert-Seilaniantz et al., 2010). Estas moléculas naturalmente dafiinas para el
ADN, proteinas y lipidos, también son consideradas importantes elementos de sefializacion
celular, vitales para el crecimiento y desarrollo normal de la planta (Brosché et al., 2010;

Baxter et al., 2014). Se encuentran bajo esta denominacion los radicales libres como el anién
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superdxido, el oxigeno singlete, perdxidos de lipidos y el radical hidroxilo (Lourenco et al.,
2019). Un radical libre es una molécula altamente reactiva, que posee un electron
desapareado y produce dafio oxidativo en las biomoléculas (Singleton et al., 1999). Las
especies reactivas del oxigeno no se movilizan demasiado dentro de la célula (con excepcion
de H20., que es capaz de atravesar membranas celulares) y por lo general, el sitio de
produccion es el mismo donde llevan a cabo su accién oxidante (Brosché et al., 2010). Asi,
en el citosol de las células vegetales no se han encontrado fuentes directas de produccion de
ROS vy, por el contrario, en los cloroplastos hay intermediarios altamente oxidantes,
generados durante las reacciones fotosintéticas. Otras rutas de produccion de ROS incluyen
los procesos de oxidacion de &cidos grasos y respiracion en las mitocondrias (Biswal et al.,
2011; Baxter et al., 2014).

Radicales libres y antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que retardan o inhiben la oxidacién causada por radicales
reactivos en un sistema bioldgico (Kim et al., 2003). A su vez, cumplen un rol significativo
en la conservacion de los alimentos, ya que los procesos de deterioro de los productos
alimenticios implican reacciones de oxidacion (Lourenco et al., 2019). Pueden ser de origen
natural o sintético, destacandose en el primer grupo, los flavonoides y éacidos fendlicos
(Kancheva & Kasaikina, 2013).

Dentro del organismo humano, se puede hacer una distincion entre los antioxidantes
enddgenos (mayoritariamente enzimas y moléculas sintetizadas internamente) y los
antioxidantes exdgenos, incorporados a través de la dieta (Fraunberger et al., 2016). En
enfermedades cardiovasculares, hipertensién, diabetes, cancer, Alzheimer y Parkinson, se
producen de manera excesiva radicales libres en el organismo, estado fisiolégico conocido
como estrés oxidativo (Schiffrin, 2010; Chiou et al., 2017). Existen también otras especies
reactivas que inducen a este desequilibrio como las especies reactivas de nitrégeno, de cloro,
de bromo y de azufre (Halliwell & Gutteridge, 2015). Segun estudios epidemioldgicos,
existe una asociacion positiva entre el consumo de cereales, frutas, legumbres, bebidas como
el té o vino, hierbas, especias y la reduccion de la tasa de mortalidad por enfermedades del
corazén y canceres comunes (Hertog et al., 1993; Sikora et al., 2008; Khoddami et al., 2013).
Esto se atribuye al hecho de que estos alimentos pueden proporcionar una mezcla éptima de

fitoqguimicos como antioxidantes naturales, fibras y otros compuestos bidticos (Kaur &
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Kapoor, 2001). La mayoria de los antioxidantes presentes en los alimentos son compuestos
fendlicos, capaces de donar el atomo de hidrégeno del grupo fenol a los radicales libres,
interrumpiendo asi la cadena de propagacion durante el proceso de oxidacion (Singleton
etal., 1999; Teixeira et al., 2013).

Compuestos fenodlicos

Los fenoles o compuestos fendlicos, son moléculas sintetizadas por plantas, hongos y
bacterias (Couto et al., 2006; Tsao, 2010; Huang et al., 2018). Derivan principalmente de la
fenilalanina y en algunas plantas, también de la tirosina; su sintesis es a través de la ruta
fenilpropanoide del acido shikimico (ruta mas utilizada por plantas) y la del acetato-
malonato (ruta utilizada por hongos y bacterias). La estructura quimica basica es un anillo

aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilos (Kotton et al., 2022) (Fig. 33).

Figura 33. Estructura quimica basica de un fenol. Imagen extraida de https://molview.org

Los compuestos fendlicos son considerados los més efectivos antioxidantes naturales por
sus capacidades redox (actuando como agentes reductores) y pueden intensificar la actividad
de otros antioxidantes (Sikora et al., 2008). Ademas, pueden ionizarse en presencia de alguna
base o quelar iones metalicos, especialmente hierro y cobre (Rice-Evans et al., 1997). En las
plantas, son responsables de los pigmentos de las flores, frutos y participan en la defensa
contra patdégenos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007), encontrandose ampliamente distribuidos
(Kahkonen et al., 1999). Generalmente se almacenan en vacuolas conjugados con azucares,
sulfatos 0 ambos (Walton & Brown, 1999; Tsao, 2010) y junto con cadenas largas de acidos
carboxilicos, es posible encontrarlos formando parte de la cutina y suberina (Shahidi &
Naczk, 2003). Dependiendo de las unidades de fenoles presentes en la molécula, estos

compuestos pueden clasificarse en fenoles simples, como los fenilpropanoides, cumarinas y
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derivados del &cido benzoico (Fig. 34A) o polifenoles, como estilbenos, flavonoides,

taninos, lignanos y lignina (Kennedy & Wightman, 2011) (Fig. 34B).
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Figura 34. A) Fenol simple, acido fertlico presente en V. laxiflora DC B) Estructura fenélica mas compleja.
Lignano pinoresinol, presente en V. microphylla Kunth (Wang et al., 2010). Imagenes extraidas de
https://molview.org

Las plantas como fuentes de antioxidantes

Una planta se considera medicinal cuando se utiliza como remedio para prevenir, paliar,
curar o modificar un proceso fisiolégico normal o patoldgico, es decir cuando es una fuente
de farmacos y sus precursores (Arias, 1999). Parte de las propiedades de las plantas
medicinales es atribuida a la actividad antioxidante de sus compuestos quimicos, incluidos
los fenoles, vitaminas A, E y C (Kiselova et al., 2006). Asimismo, se ha incrementado el
interés por investigar antioxidantes naturales con el fin de reemplazar aquellos de origen

sintético que poseen efectos indeseables en la salud (Bisbal et al., 2020).

Las formas mas tradicionales de uso de las plantas de manera herbolaria son las infusiones
y cocimientos. Una infusion se obtiene vertiendo agua hervida sobre la droga vegetal,
mientras que en los cocimientos se agrega agua a reflujo y se obtienen mayores compuestos
hidrosolubles con respecto a las infusiones (Bandoni, 2003). Asimismo, existen otras formas
de preparados como las tinturas, que son soluciones alcoholicas o hidroalcoholicas
preparadas a partir de productos vegetales o de otro origen (Farmacopea Argentina, 2003)

y cuyo uso es mas popular en paises con fuerte tradicion de utilizacion de medicinas
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herbolarias y con disposiciones legales al respecto, como Alemania, Francia o Suiza
(Hamburger & Hostettmann, 1991).

En Argentina se han reportado aproximadamente 10.000 especies de plantas vasculares, de
las cuales se estima que 1.529 poseen algun tipo de uso curativo (Barboza et al., 2009). Hasta
el afio 2014, apenas un poco mas del 1% del total de especies habia sido estudiado como
posibles fuentes de fitofarmacos (Alonso & Desmarchelier, 2014). Entre los géneros
botanicos que incluyen especies de uso medicinal, se encuentra Valeriana con al menos 5
especies utilizadas en la medicina tradicional patagénica: V. carnosa, V. clarionifolia, V.
gaimanensis, V. lapathifolia y V. macrorhiza (Gusinde, 1936; Niemeyer, 1995; Richeri
etal., 2015; Molares etal., 2019). En estas especies se han realizado estudios con
perspectivas etnobotanicas (Molares & Ladio, 2009; Richeri et al., 2015), taxonémicas,
filogenéticas (Kutschker, 2008, 2011; Bell etal., 2012; Kutschker & Morrone, 2012;
Nagahama et al., 2016) y existen pocas investigaciones desde un punto de vista fitoquimico,
agronomico y farmacolégico (Kutschker, 2009; Nagahama et al., 2019; Marcucci et al.,
2020; Nagahama & Bonino, 2020). Entre las especies mencionadas, V. gaimanensis es la
Unica valeriana endémica de la provincia de Chubut, con una poblacion registrada en
inmediaciones del dique Florentino Ameghino (Nagahama et al., 2016). Por otro lado, V.
moyanoi y V. philippiana no poseen registros etnobotanicos hasta el momento y crecen
restringidas a las cumbres y pedreros de montafias. Estos sitios se caracterizan por ser frios,
con alta radiacion UV y/o extremadamente aridos, propiciando condiciones de gran estrés
para las plantas. Con el fin de aportar un mayor conocimiento sobre estas valerianas nativas,
en el presente capitulo se evalud el potencial antioxidante de estas tres especies y se

determind en qué medida contribuyen los polifenoles a esa importante actividad bioldgica.

Objetivo general:

Caracterizar desde el punto de vista quimico, diferentes poblaciones de V. philippiana, V.
moyanoi y V. gaimanensis e identificar la/s especies/poblaciones que presenten mayor

potencial para el desarrollo de planes de aprovechamiento sustentable.
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Objetivos especificos:

= Cuantificar el contenido total de fenoles de las especies bajo estudio.

= Determinar la actividad antioxidante de extractos etandlicos de los drganos
subterraneos de las tres especies.

= Comparar los perfiles quimicos a nivel intra e interespecifico.

= Identificar quimiotipos candidatos con potencial uso fitomedicinal.

Materiales y métodos

Los ensayos fitoquimicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Plantas
Aromaticas y Medicinales (LIPAM), perteneciente al Departamento de Quimica de la
Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional de la

Patagonia San Juan Bosco, Sede Esquel.

Area de estudio y material vegetal

Se recolectaron ejemplares de V. gaimanensis, V. moyanoi y V. philippiana de distintas
procedencias geograficas, a partir de informacion de colecciones previas (herbarios) y
bibliografia asociada (Kutschker & Morrone, 2012; Nagahama et al., 2016). Ademas, se
relevaron ambientes montafiosos dentro de las reas de distribucién natural de cada una de

las especies.

Se seleccionaron 8 poblaciones de V. philippiana, 7 de V. moyanoi y 1 de V. gaimanensis
para realizar la caracterizacion general. Los viajes de recoleccion se realizaron durante la
época estival en dos afios consecutivos. En 2018 se obtuvieron las muestras de la mayoria
de las poblaciones de V. philippiana en una campafia de recoleccion realizada en Patagonia
Norte (poblaciones de Neuquén y Rio Negro: Copahue “CO”, Rucachoroi “RU”, Cerro
Atravesada “AT”, Cerro Bayo “BA”, Cerro Tronador “TR” y Cerro Lindo “CL”) y dos de
las poblaciones de V. moyanoi (Rio Limay “RL” y Cerro Chalhuaco “CH”); para completar
el acopio de material de esta especie, en 2019 se realizdé un segundo viaje que incluyo
diferentes sitios de Patagonia Sur (poblaciones de Chubut: Cerro Nahuelpan “NA”, Tecka
“TE”, Lago Fontana “FO”, Talagapa “TA” y Santa Cruz: Monte Zeballos “ZE”) y se
afiadieron dos poblaciones més de V. philippiana (Cerro Conico “CC” y Lago Guacho
“LG”; Fig. 35, Tabla 1).
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Adicionalmente, se seleccionaron dos poblaciones de V. moyanoi y dos poblaciones de V.
philippiana (Tabla 2) con el propdsito de evaluar la variabilidad en el contenido de fenoles
y la actividad antioxidante en diferentes estadios fenoldgicos de las plantas. Cabe mencionar
que en el caso particular de V. moyanoi, al tratarse de una hierba bianual es posible
encontrarla en dos estadios fenoldgicos en la época reproductiva (Fig. 36A), es decir
ejemplares en estado vegetativo (plantas de un afio de edad), conjuntamente con ejemplares
en floracién o fructificacion (plantas de dos afios de edad). En la poblacién del Cerro
Nahuelpan (NA) se recolectaron 8 individuos en estadio de floracién y 8 en estadio
vegetativo en diciembre de 2019, correspondiendo estas Ultimas a plantas inmaduras de un
afio. Para las poblaciones de V. philippiana, se evaluaron los estadios vegetativo y floracion
en diferentes épocas del afio (Fig. 36B; Tabla 2).

Tabla 12. Datos geogréaficos de las poblaciones estudiadas por especie, indicando el nimero de individuos

recolectados por poblacién (N).

Especies N Provincia Poblacién Latitud Longitud Altitud
msnm

V. gaimanensis 8 Chubut FA 43°41'46"S 66°28'57"0 180

V. moyanoi 8 Neuquén RL 40°57'34"S 71°02'40"0 748
V. moyanoi 8 Rio Negro CH 41°15'25"S 71°17'58"0 1591
V. moyanoi 8 Chubut TA 42°03'51"S 68°12'14"0 1595
V. moyanoi 8 Chubut NA 42°59'02"S 71°12'40"0 1376
V. moyanoi 8 Chubut TE 43°37'37"S 70°44'08"0 1348
V. moyanoi 8 Chubut FO 44°54'31"S 71°12'59"0 1013
V. moyanoi 7 Santa Cruz ZE 47°00'55"S 71°48'58"0 1470
V. philippiana 8 Neuqueén Cco 37°48'56"S 71°06'35"0 2146
V. philippiana 8 Neuqueén AT 38°56'34"S 70°37'08"0O 2194
V. philippiana 8 Neuqueén RU 39°16'43"S 71°10'58"0 1905
V. philippiana 8 Neuquén BA 40°44'38"S 71°36'42"0 1722
V. philippiana 8 Rio Negro TR 41°11'23"S 71°49'18"0 1559
V. philippiana 8 Rio Negro CL 41°58'28"S 71°39'11"0 1600
V. philippiana 8 Chubut cC 43°15'35"S 71°43'13"0 1380
V. philippiana 8 Chubut LG 43°47'38"S 71°30'11"0 1451
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Figura 35. Ubicacidn geografica de las poblaciones naturales visitadas. V. philippiana: CO; AT; RU; BA; TR;
CL; CC; LG. V. gaimanensis: FA. V. moyanoi: RL; CH; TA; NA; TE; FO; ZE.
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Tabla 13. Poblaciones seleccionadas para el estudio de la dinamica quimica en distintos estadios fenoldgicos.

Especies Poblaciones Provincias

V. moyanoi Co. Nahuelpan (NA) Chubut
Co. Nahuelpan
Co. Nahuelpan
Lago Fontana (FO)
Lago Fontana
Lago Fontana

V. philippiana Co. Tronador (TR) Rio Negro
Co. Tronador

Co. Lindo (CL)

Co. Lindo

Fecha de Estadio fenoldgico
recoleccion

06/12/19 Vegetativo (VEG)
06/12/19 Floracion (FLO)
08/02/19 Fructificaciéon (FRU)
22/05/19 Vegetativo
14/11/18 Floracién

22/01/19 Fructificacion
01/12/19 Vegetativo
18/01/17 Floracion

14/12/19 Vegetativo
28/12/18 Floracion

Figura 36. A) ejemplares de V. moyanoi en estado de floracion (1) y vegetativo (2) en una misma estacion del

afio. B) Ejemplar de V. philippiana en floracion.
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En cada poblacion se recolectaron 6rganos subterraneos de 7-8 individuos (Fig. 37A) y se
guardaron en bolsas de papel para su traslado. Una vez en el laboratorio, se les quitaron las
particulas de suelo con un cepillo evitando el lavado. EI material se secé a temperatura
ambiente al resguardo de la luz y humedad (Fig. 37B). Posteriormente, se utiliz6 un molinillo
eléctrico para moler las raices (Fig. 38A) y lograr un mayor rendimiento al momento de

extraer los compuestos fendlicos (Khoddami et al., 2013).

Figura 37. A) raices de ejemplares de V. moyanoi. B) raices secas de V. philippiana.

Equipos y reactivos

= DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (Sigma Alrich Argentina)
= Acido ascorbico (Anedra)

= Folin Ciocalteu (Biopack)

= Carbonato de sodio (Anedra)

= Acido gélico anhidro (Anedra)

= Alcohol etilico al 96% (Porta)

= Micropipetas (1000 pul, 100 pl, 10 ml)

= Papel de filtro Whatman

= Molinillo eléctrico (Arcano)

= Cubetas de espectrofotometria de 4,5 ml

= Espectrofotometro UV-Visible, Modelo 325 BD (Metrolab)
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Preparacion de extractos

Los extractos etandlicos se prepararon en frascos color caramelo, colocando 1 g de raices
y/o rizomas molidos y 10 ml de etanol. Se dejaron macerar en oscuridad durante 7 dias a
temperatura ambiente. Posteriormente, se filtraron con papel de filtro Whatman N° 1 (Fig.
38B) y se conservaron en heladera (4°C) hasta ser analizados. En total se realizaron extractos
etandlicos de 56 individuos de V. philippiana, 55 individuos de V. moyanoi y 8 individuos

de V. gaimanensis.

Figura 38. A) molienda del material seco. B) filtrado de los extractos.

Determinacion del contenido de fenoles totales

Para cuantificar los fenoles totales in vitro, se realizd un ensayo espectrofotométrico
utilizando el reactivo propuesto por Otto Folin y Vintila Ciocalteu (FC) (Folin & Ciocalteu,
1927), teniendo en cuenta las mejoras propuestas por Singleton & Rossi (1965), quienes
proporcionaron mejor especificidad en cuanto a la reducciéon de fenoles por parte del
reactivo, mayor reproducibilidad respecto a la temperatura y tiempo del ensayo, ademas de
incorporar una curva de calibracién con acido galico (Singleton & Rossi, 1965). La reaccién

basica general, tomada de Prior et al., (2005), se muestra a continuacion:
3H20 — P20s — 14WO3 - 4M0o0O3— 10H20

Mo (VI) (amarillo) + e == Mo (V) (azul)
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El método de FC se basa en reacciones de oxido-reduccion, es decir en transferencia de
electrones entre el reactivo de FC y compuestos de naturaleza fendlica o sustancias
reductoras no fendlicas, a pH basico. La reduccion del reactivo FC, que originalmente es de
color amarillo, puede observarse a simple vista como un cambio en su coloracion, ya que
vira al color azul (debido a la reduccion del molibdeno), y esto es cuantificable por
espectrofotometria a 765 nm. Asi, el método provee la capacidad reductora de la muestra en
cuestion, lo que normalmente se traduce en el contenido fendlico de la misma (Prior et al.,
2005). Como ventaja, esta técnica colorimétrica resulta relativamente econémica, simple y
ha sido ampliamente utilizada en estudios clinicos y nutricionales para medir el contenido
fendlico total de muestras biolégicas o productos alimenticios derivados de plantas
(Singleton et al., 1999; Lamuela-Raventos, 2018). Sin embargo, hay que considerar que s6lo
nos brinda una estimacién de la concentracién de los compuestos fendlicos por encima de
un cierto nivel minimo y claramente, no cuantifica los fenoles de forma individual
(Khoddami et al., 2013).

En este trabajo el procedimiento se realiz6 de acuerdo con Singleton et al. (1999), con ligeras
modificaciones (Gastaldi, 2018). En cada cubeta de espectrofotometria se afiadieron 2 ml de
agua destilada, luego 20 pl del extracto etandlico de las muestras, 0,2 ml del reactivo de FC
(Biopack®) y por ultimo 0,8 ml de solucion salina de carbonato de sodio al 16%. Se
prepararon 3 réplicas por individuo y se dejaron 20 minutos a temperatura ambiente para
favorecer la reaccion quimica. Se midieron los valores de absorbancia a 765 nm en
espectrofotometro UV-Visible (Metrolab, Modelo 325 BD), teniendo en cuenta que un
mayor valor de absorbancia se correlaciona con un mayor contenido de fenoles totales en la

muestra (Singleton et al., 1999).

Preparacion de la curva de calibracion con acido géalico

El acido galico se utiliza como estandar para realizar las comparaciones en nuUMerosos
estudios sobre contenido de fenoles de determinadas muestras, presumiblemente porque es
soluble en agua, estable en forma seca y de bajo costo (Singleton et al., 1999). A partir de
una solucion etandlica de &cido galico, denominada “Solucién A” (1 mg/ml), se realiz6 una
dilucion 1/10 para preparar una “Solucion B”. Se tomaron distintas alicuotas de 10, 20, 40,
60 y 80 pl de la Solucién B y 10, 20, 40 y 60 ul de la Solucidon A, y se agregaron en las

cubetas previamente cargadas con 2 ml de agua destilada (Fig. 39). Posteriormente, se
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colocaron 0,2 ml del reactivo FC (diluido 1:4) y 0,8 ml de solucién salina (160 g/L). Luego
de 20 minutos a temperatura ambiente, se procedi6 a la lectura a 765 nm en

espectrofotometro.

GA
(acido galico)

dilucién 1/10 0

Y A N

1y

il
It

Solucién A Solucién B
(1mg/ml) 1 °

S T et m T S

I Ln I e

topl 20ul 4oul 6opl||iopl 20nl 4opl 6éopl 8oul
Solucién A - " Solucién B

Figura 39. Preparacion de la curva de calibracién de acido galico.

Se trabajo con dos curvas de calibracion de &cido galico de acuerdo con cada campafia de
recoleccion, donde se graficd absorbancia vs concentracion. La expresion final de los
resultados se calculd en términos de mg equivalentes de &cido galico (GAE, siglas en inglés)
por gramo de muestra seca (mg GAE/g). La concentracion de compuestos fendlicos de cada
individuo se calculd de acuerdo con las siguientes ecuaciones, obtenidas de las curvas

anteriormente mencionadas:

— Para las poblaciones AT, BA, CO, CL, RU, TR de V. philippianay RL, CH, TE y FO de

V. moyanoi (recolectadas en 2018):
Absorbancia= 0,05 ug GAE + 0,03

— Para las poblaciones CC y LG de V. philippiana y para las poblaciones NA, TA 'y ZE de

V. moyanoi (recolectadas en 2019):

Absorbancia=0,04 ug GAE + 0,08
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Determinacion de la actividad antioxidante

Uno de los métodos mas frecuentemente utilizado para medir la capacidad antioxidante de
una muestra dada, es el del radical estable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), propuesto
por Brand-Williams et al. (1995). La capacidad del DPPH de neutralizar radicales libres,
depende del numero y las posiciones de sustitucion de los grupos hidroxilo en la molécula

del compuesto con el que interactia (Chiou et al., 2017).

Este reactivo de naturaleza solida, puede ser disuelto en un solvente organico (especialmente
etanol o metanol) lo que, segln algunos autores, implicaria cierta limitacién al momento de
interpretar el rol de los antioxidantes hidrofilicos (Wojdyto et al., 2007). Una vez que la
solucién etandlica de DPPH (de intensa coloracién violeta) se reduce en presencia de un
antioxidante donador de hidrdgeno, provoca la formacién de la forma no radical DPPH-H,
que es de color amarillo (Fig. 40) y el cambio colorimétrico es medible por
espectrofotometria a 517 nm. De modo que el ensayo se basa en medir la pérdida de color
del DPPH en esa longitud de onda, luego de reaccionar con la muestra de interés (Prior et al.,
2005).

" +AH > v +Ae

Figura 40. Esquema de reaccién del reactivo DPPH, adaptado de Arteaga et al. (2012). AH= compuesto
antioxidante.

Por otro lado, cuando se caracterizan extractos vegetales con respecto a su actividad
antioxidante, es usual la expresion de los resultados en términos de equivalentes de vitamina
C (VCE, siglas en inglés) por gramo o cada 100 g de muestra seca. El acido ascorbico
(vitamina C) es un potente antioxidante natural hidrosoluble presente en frutas y vegetales

(Lourenco etal., 2019), y por ello se lo toma como referencia al trabajar con matrices
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alimenticias. Con frecuencia también se encuentra en la bibliografia la utilizacion de otros
estandares, como por ejemplo el acido 6-hidroxi—2,5,7,8—tetrametilcromano—2—carboxilico,
expresandose los resultados en “equivalentes de Trolox™ (Kiselova et al., 2006), 0 en menor
medida la actividad antioxidante también puede ser expresada en porcentaje de DPPH
neutralizado (Leja et al., 2007). En este trabajo, los resultados se expresaron como “mg
equivalentes de vitamina C cada 100 g de muestra seca” (mg VCE/100 g) y en porcentaje de
DPPH neutralizado, teniendo en cuenta que un porcentaje mayor de DPPH neutralizado
implica una mayor actividad antioxidante. El procedimiento se realizé de acuerdo con

Gastaldi (2018) de la siguiente manera:

Se prepar6 una solucidn etandlica de DPPH (30 mg/L). En cada cubeta de espectrofotometria
se agregaron 100 ul de las muestras y 3,9 ml de solucion de DPPH. Se realizaron 3 réplicas
por individuo y un control, que solo contenia solucion etanolica de DPPH. Posteriormente,
las muestras fueron conservadas en heladera a 4°C durante 30 min para favorecer la
estabilidad de la reaccién y luego se midié la absorbancia a 517 nm en espectrofotometro

UV—Visible, tomando la absorbancia del control como absorbancia inicial.

Para cada cubeta se calculd el porcentaje de DPPH neutralizado, mediante la siguiente

férmula:
% DPPH neutralizado= [(Ao — A1) + Ag] * 100
en la cual “Ag” es la absorbancia inicial y “A1” es el valor de absorbancia medido de cada

muestra.

Preparacion de la curva de calibracion con acido ascorbico (Vitamina C)

A partir de una solucion acuosa de vitamina C (10 mg/ml) se realizaron diluciones seriadas
1/10, para obtener en principio una “soluciéon B” y posteriormente cada una de las cubetas

segun se muestra en el esquema (Fig. 41):
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Figura 41. Preparacion de la curva de calibracién con &cido ascérbico.

De cada una de estas soluciones se tomaron 100 pl y se colocaron en las cubetas de
espectrofotometria. Se agregaron 3,9 ml de solucion etandlica de DPPH (30 mg/L) y se
dejaron reaccionar a 4°C durante 30 minutos. Se realizaron tres repeticiones y se midié la
absorbancia a 517 nm. Posteriormente, se grafico la absorbancia versus la concentracion, se
ajustd a una funcién lineal y se obtuvo la ecuacion. De esta manera, despejando en la
ecuacion se calculo la concentracion de cada muestra en términos de mg de &cido ascorbico

por ml de extracto y finalmente, se calcul6 la actividad antioxidante en mg VCE/100 g.

Analisis estadisticos

Las dos variables en estudio fueron ‘“contenido de fenoles totales” y “actividad
antioxidante”, para la variable actividad antioxidante se escogieron andlisis no paramétricos
al no presentar distribucion normal. Asimismo, se considero la altitud de los sitios de colecta

con el fin de correlacionar esta informacion con el contenido de fenoles totales.

Para evaluar las diferencias interespecificas en el contenido de fenoles totales se opt6 por
una prueba t de diferencias de medias, con un nivel de significancia de 0=0,05. Para

caracterizar las poblaciones de V. moyanoi y V. philippiana se realizaron Anélisis de la
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Varianza (ANOVA) trabajando con un nivel de significancia de a= 0,05. Conjuntamente se

realiz6 una prueba Tukey de comparaciones.

Para analizar el contenido fenolico en distintos estadios fenologicos, en las dos poblaciones
seleccionadas de V. moyanoi se utiliz6 ANOVA, con un nivel de significancia de 0,05. En
el caso de las dos poblaciones seleccionadas de V. philippiana se realiz6 una prueba t de dos

muestras independientes.

Para la comparacion de la actividad antioxidante entre especies se realizé una prueba no
paramétrica de Mann Whitney, se trabajo con 0=0,05. Para el estudio general de las
poblaciones de V. moyanoi y V. philippiana se realizé la prueba de Kruskal Wallis (Kruskal
& Wallis, 1952) trabajando con un nivel de significancia de a= 0,05. Para evaluar la
actividad antioxidante en los distintos estadios fenoldgicos de V. moyanoi se realizé un
Anaélisis de la Varianza (ANOVA) seguido de una prueba Tukey de comparaciones, mientras
que para evaluar diferencias entre estadios fenoldgicos en las poblaciones de V. philippiana,

se utiliz6 una prueba de Wilcoxon para dos muestras independientes.

Para determinar si existe correlacion entre variables en ambas especies se opto por la prueba
de Correlacion de Spearman (Spearman, 1904), al no cumplirse los supuestos para una
prueba paramétrica. El nivel de significancia fue de o= 0,001. Asimismo, esta prueba se
llevo cabo a los fines de evaluar la correlacion entre el contenido de fenoles totales

considerando la altitud de los sitios de colecta (poblaciones).

Los diferentes analisis se realizaron mediante los softwares Infostat (Di Renzo et al. 2020)
y R studio v. 1.3.1073 (R Core Team, 2020). El resumen de los analisis utilizados se observa

en el Anexo IlI.
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Resultados

Comparacion de contenido de fenoles y actividad antioxidante entre
especies

Los valores medios del contenido de fenoles y actividad antioxidante se resumen en la Tabla
14. Para V. moyanoi, teniendo en cuenta todos los individuos evaluados, se obtuvo un rango
de 0,20 a 2,26 mg GAE/g de fenoles totales y 5,82-273,74 mg VCE/100 g de actividad
antioxidante, mientras que para V. philippiana el contenido de fenoles totales varié entre
3,39y 9,64 mg GAE/g y la actividad antioxidante entre 65,83 y 345,75 mg VCE/100 g entre
todos los individuos. El contenido medio de fenoles totales para V. gaimanensis fue de 3,45
mg GAE/g y la actividad antioxidante de 20% de DPPH neutralizado. Se observaron
diferencias significativas entre especies (p<0,05; ver Anexo Il), siendo los extractos
etandlicos de V. philippiana los que presentaron mayor contenido fenélico y actividad
antioxidante en comparacion a los extractos de V. moyanoi (Fig. 42) y de V. gaimanensis.

Tabla 14. Contenido medio de fenoles totales (FT) y actividad antioxidante (AA) de todas las poblaciones

analizadas por especie. Los resultados se expresan como media * desvio estadndar. Se resaltan en negrita los
valores mas altos.

Especie Poblacion FT (mg GAE/qQ) AA (mg VCE/100 g) % DPPH neutralizado
V. gaimanensis FA 3,45+£0,82 - 20,00
V. moyanoi CH 1,15+0,16 84,72 +£7,08 12,61+2,19
V. moyanoi FO 0,78+0,23 74,78 £ 24,19 31,21 +5,70
V. moyanoi NA 0,54 £0,26 139,73 + 30,61 46,52 + 7,21
V. moyanoi RL 1,50+0,43 36,61 + 26,50 11,76 £ 5,37
V. moyanoi TA 0,54+ 0,20 121,79 + 26,61 42,29 + 6,27
V. moyanoi TE 1,01+0,24 204,17 + 4160 61,72 +9,80
V. moyanoi ZE 0,51+0,31 130,49 + 30,74 44,34 £ 7,24
V. philippiana AT 4,28 £0,51 125,10 + 64,58 55,20 + 11,98
V. philippiana BA 451+091 150,43 + 65,01 59,90 + 12,06
V. philippiana CoO 578+1,31 225,30 £54,13 73,80 + 10,04
V. philippiana cC 5,61+0,83 333,37 £9,54 92,18 £ 2,25
V. philippiana CL 6,15+ 1,34 336,21 £11,02 92,85+ 2,59
V. philippiana LG 6,58 £ 1,35 327,48 £6,30 90,80 + 1,48
V. philippiana RU 5,92 +£1,05 229,02 £ 72,65 74,49 + 13,48
V. philippiana TR 6,46 £ 1,50 210,21 £ 54,75 71,10 £ 10,15
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Figura 42. Fenoles totales y actividad antioxidante de las valerianas de montafia. Se ilustran los resultados de
la caracterizacion general de V. moyanoi (circulos) y V. philippiana (cuadrados). Ademas, se sefialan la mayoria
de los individuos de RL (elipse punteada), que presentaron mayor contenido fenélico (junto a CH) y menor
actividad antioxidante y con la otra elipse, se sefialan a los individuos de las poblaciones de V. philippiana
(CC, CL y LG), con mayor contenido fendlico y mayor actividad antioxidante.

Los resultados del contenido de fenoles se obtuvieron mediante célculos utilizando las
curvas de calibracion con &cido galico (R?= 0,99), mientras que para los resultados de
actividad antioxidante in vitro se utiliz6 una curva de calibracién con vitamina C. Dicha
curva mostré una relacion lineal (R?=0,98) con pendiente negativa, entre las concentraciones

de vitamina C y la reduccién de la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm (ver Anexo

).
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Contenido de fenoles totales en Valeriana moyanoi

Una baja cantidad de fenoles totales fueron detectados en todas las muestras de V. moyanoi,

observandose variabilidad segun las diferentes procedencias geogréficas (p<0,05; Anexo I1).

En las poblaciones RL y CH se registraron los valores promedios mas altos de contenido de

fenoles (1,50 y 1,15 mg GAE/g, respectivamente), mientras que la poblacién ZE registro el

valor promedio méas bajo (0,51 mg GAE/g), aunque sin diferencias significativas con las
poblaciones TA, NA'y FO (Fig. 43, Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de la prueba de comparaciones de Tukey del contenido de fenoles entre poblaciones de
V. moyanoi. Letras diferentes implican diferencias significativas (p<0,05).

Poblaciones = Medias + desvio estandar Grupos
RL 1,50£0,43 a
CH 1,15+£0,16 ab
TE 1,01+£0,24 b
FO 0,78 £0,23 bc
NA 0,54 +0,26 c
TA 0,54 +£0,20 c
ZE 0,51+0,31 c
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Figura 43. Contenido de fenoles totales en las poblaciones estudiadas de V. moyanoi. Se destacan las
poblaciones CH y RL por poseer los contenidos medios mas altos.
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Variabilidad intra-poblacional del contenido de fenoles totales en
Valeriana moyanoi

El contenido de fenoles totales en todos individuos de V. moyanoi fue relativamente bajo y
variable dentro de cada poblacién (Tabla 16). En la poblacion CH (CV= 14%) se observaron
valores entre 0,87-1,37 mg GAE/g en los individuos 8 y 6 respectivamente (Fig. 44a). En la
poblacién FO (CV= 29%) el valor minimo se registro en el individuo 5 con 0,38 mg GAE/g
y el mayor contenido fendlico fue de 1,17 mg GAE/qg, registrado en el individuo 2 (Fig. 44b).
La variabilidad en la poblacién NA fue mayor (CV= 49%), observandose en el individuo 3
el valor minimo para la variable (0,29 mg GAE/g) y en el individuo 6 el valor madximo de
0,90 mg GAE/g (Fig. 44c). En la poblacion RL (CV= 29%) el contenido de fenoles vario
entre 0,87 y 2,26 mg GAE/g, valores observados en los individuos 3 y 6 respectivamente
(Fig. 44d). Por otro lado, en la poblacion TA se observé un CV=38%, donde el individuo 6
presenté menor contenido fendlico (0,25 mg GAE/g) y el individuo 4 el valor méximo de
0,79 mg GAE/qg (Fig. 44e). Para la poblacion TE (CV=24%) se registré un valor minimo de
0,74 mg GAE/g en el individuo 3 y un valor maximo de 1,36 mg GAE/g en el individuo 7
(Fig. 44f). Por altimo, en la poblacion ZE se observo una mayor variabilidad en el contenido
fendlico entre individuos (CV= 61%), presentando 0,20 mg GAE/g como valor minimo en
el individuo 8 y 1,07 mg GAE/g como el valor méximo, en el individuo 2 (Fig. 449).

Tabla 16. Medidas de dispersion del contenido de fenoles totales particionadas por poblacion de V. moyanoi.

Poblaciones: CH, Cerro Chalhuaco; FO, Lago Fontana; NA, Cerro Nahuelpan; RL, Rio Limay; TA, Talagapa;
TE, Tecka; ZE, Monte Zeballos.

Poblaciones Varianza Error estandar Coeficientes de variacion n
CH 0,02 0,06 0,14 8
FO 0,05 0,08 0,29 8
NA 0,07 0,09 0,49 8
RL 0,19 0,15 0,29 8
TA 0,04 0,07 0,38 8
TE 0,06 0,08 0,24 8
ZE 0,10 0,13 0,61 7
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Figura 44. Contenido de fenoles totales en cada una de las poblaciones de V. moyanoi: CH, Cerro Chalhuaco;
FO, Lago Fontana; NA, Cerro Nahuelpan; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; TE, Tecka y ZE, Monte Zeballos.
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Actividad antioxidante en Valeriana moyanoi

Se registraron diferencias significativas en cuanto a la actividad antioxidante entre las

poblaciones de V. moyanoi (p< 0,05; ver Anexo Il). El valor promedio de actividad

antioxidante expresado en equivalentes de vitamina C, fue mayor en la poblacion TE (204,17

mg VCE/100 g), mientras que el menor valor promedio se registro en la poblacion RL (36,61

mg VCE/100 g). El resto de las poblaciones se diferenciaron en dos grupos, por un lado, las
poblaciones NA, ZE y TA (grupo b) y por el otro las poblaciones CH y FO en el grupo c
(Fig. 45, Tabla 6).

Tabla 17. Comparacidn de la actividad antioxidante de las poblaciones de V. moyanoi. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Poblaciones: TE, Tecka; NA, Cerro Nahuelpan; ZE, Monte Zeballos; TA,
Talagapa; CH, Cerro Chalhuaco; FO, Lago Fontana; RL, Rio Limay. VR= varianza de los rangos.

Poblaciones VR AA (mg VCE/100g) Grupos
Media + desvio estandar

TE 49,75 204,17 + 41,60 a

NA 38,62 139,73 + 30,61 b

ZE 35,71 130,49 + 30,74 b

TA 32,87 121,79 + 26,61 b

CH 17,81 84,72 + 7,08 c

FO 15,75 74,78 + 24,19 c

RL 6,43 36,61 + 26,50 d
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Figura 45. Actividad antioxidante en las poblaciones de V. moyanoi. Se destaca la poblacién TE en el recuadro,
por presentar mayor actividad antioxidante que el resto de poblaciones. Poblaciones: CH, Cerro Chalhuaco;
FO, Lago Fontana; NA, Cerro Nahuelpan; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; TE, Tecka y ZE, Monte Zeballos.
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Variabilidad de actividad antioxidante a nivel intra-poblacional en
Valeriana moyanoi

Teniendo en cuenta los coeficientes de variacion, las poblaciones se pueden ordenar de
manera decreciente: RL, FO, ZE, TA, NA, TE y CH (Tabla 18). En la poblacion RL (CV=
72%) el individuo 3 presenté menor actividad antioxidante (5,82 mg VCE/100 g) vy el
individuo 6 un valor maximo de 85,27 mg VCE/100 g (Fig. 46d). En la poblacién FO (CV=
32%) el individuo 5 registr6 menor actividad antioxidante (46,99 mg VCE/100 g) vy el
individuo 2 el maximo valor para esta poblacion (108,83 mg VCE/100 g; Fig. 46b). En la
poblacion ZE (CV= 24%) los valores variaron entre 82,62 y 173.32 mg VCE/ 100 g (Fig.
4649). Seqguidamente, se observan las poblaciones NA 'y TA (CVs= 22%), donde el individuo
1 de la poblacion NA exhibio6 el valor minimo para esta variable (99,11 mg VCE/100 g),
mientras que el individuo 2 registrd el valor mayor de actividad antioxidante (188,64 mg
VCE/100 g; Fig. 46c). Para la poblacion TA, se observd el valor minimo en el individuo 1
(93,07 mg VCE/100 g) y el valor maximo en el individuo 8 (159,78 mg VCE/100 g; Fig.
46e). En la poblacion TE (CV= 20%) el individuo 8 registr6 menor actividad antioxidante
(126,50 mg VCE/100 g), mientras que el mayor valor fue observado en el individuo 7
(273,74 mg VCE/100 g; Fig. 46f). Una menor variabilidad en cuanto a la actividad
antioxidante entre individuos se observo en la poblacion CH (CV=8%), con un valor minimo
de 74,96 mg VCE/100 g para el individuo 4 y un valor maximo de 95,58 mg VCE/100 g
para el individuo 5 (Fig. 46a).

Tabla 18. Medidas de posicion y dispersién particionadas por poblacién de V. moyanoi.

Poblaciones Minimo Maximo Coeficientes de n
variacion
CH 74,96 95,58 0,08 8
FO 46,99 108,83 0,32 8
NA 99,11 188,64 0,22 8
RL 5,82 85,27 0,72 8
TA 93,07 159,78 0,22 8
TE 126,50 273,74 0,20 8
ZE 82,62 173,32 0,24 7
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Figura 46.Variabilidad de la actividad antioxidante en las poblaciones de V. moyanoi: CH, Cerro Chalhuaco;
FO, Lago Fontana; NA, Cerro Nahuelpan; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; TE, Tecka y ZE, Monte Zeballos.
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Correlacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante

en las poblaciones de Valeriana moyanoi

La correlacion entre variables “contenido de fenoles totales™ y “actividad antioxidante” fue

negativa y no significativa (rho=-0,24; p=0,08) para todas las poblaciones.

Tampoco se observo correlacion significativa entre el contenido fenolico y la altitud de los
sitios visitados (rho=-0,54; p=0,24).

Contenido de fenoles totales en Valeriana philippiana

Se registraron diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (p< 0,05; Anexo
I1) entre las poblaciones LG-TR y BA-AT (Tabla 8). El contenido de fenoles totales vario
entre 3,39 y 9,64 mg GAE/qg (Fig. 47).

Tabla 19. Resultados de la prueba de comparaciones de Tukey del contenido de fenoles entre poblaciones de
V. philippiana. Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05). Poblaciones: LG, Lago
Guacho; TR, Cerro Tronador; CL, Cerro Lindo; RU, Rucachoroi; CO, Copahue; CC, Cerro Conico; BA,
Cerro Bayo; AT, Cerro Atravesada.

Poblaciones FT (mg GAE/g) Grupos
Medias + desvio estandar

LG 6,58 +1,35 a

TR 6,46 + 1,50 a

CL 6,15+ 1,34 ab

RU 5,92 +1,05 abc

Cco 578+131 abc

CcC 5,61+ 0,83 abc

BA 451+0,91 bc

AT 4,28 £ 0,51 c
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Figura 47. Contenido de fenoles totales en las poblaciones de V. philippiana. Se destacan en el rectangulo el
par de poblaciones con menor contenido fendélico. Poblaciones: AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro Bayo; CC,
Cerro Cénico; CL, Cerro Lindo; CO, Copahue; LG, Lago Guacho; RU, Rucachoroi y TR, Cerro Tronador.

Variabilidad intra-poblacional del contenido de fenoles totales en

Valeriana philippiana

La poblacion menos variable fue AT, mientras que las poblaciones TR, CO y CL presentaron
mayor variabilidad entre individuos en el contenido de fenoles (Tabla 20). La poblacion AT
(CV= 12%), registré un valor minimo de 3,51 mg GAE/ g en el individuo 3 y un valor
maximo de 4,84 mg GAE/g en el individuo 7 (Fig. 48a). Las poblaciones BA y LG
presentaron el mismo coeficiente de variacion (CV= 20%), el valor minimo en la poblacién
BA fue de 3,39 mg GAE/g (individuo 5), mientras que el maximo valor fue de 6,52 mg
GAE/qg en el individuo 2 (Fig. 48b). En la poblacion CC (CV= 15%) el contenido de fenoles
totales registrado varid entre 4,42 y 6,52 mg GAE/g en los individuos 3 y 8 respectivamente
(Fig. 48c). En la poblacion CL (CV= 22%) los fenoles totales variaron entre 3,70 mg GAE/g
y 8,20 mg GAE/qg, valores observados en los individuos 7 y 8 respectivamente (Fig. 48d).
En la poblacion CO (CV= 23%) se observo el valor minimo en el individuo 3 (4,20 mg
GAE/qg) y el valor maximo (8,54 mg GAE/Q) en el individuo 2 (Fig. 48e). En cuanto a LG,
el rango de valores fue entre 4,70 y 8,83 mg GAE/qg, valores observados en los individuos 4
y 6 respectivamente (Fig. 48f). Ademas, se observd que la poblacion RU (CV= 18%)
presento un valor minimo de 4,63 mg GAE/g para el individuo 3 y un valor maximo de 7,27
mg GAE/qg para el individuo 6 (Fig. 48g). Por ultimo, en la poblacion TR (CV= 23%) el

menor contenido fendlico se registro en el individuo 5 con 4,56 mg GAE/g, mientras que el
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individuo 6 presentd 9,64 mg GAE/g, valor maximo para esta variable en esta poblacién

(Fig. 48h).

Tabla 20. Medidas de posicion y dispersidn del contenido de fenoles totales en V. philippiana, particionadas

por poblacion.

Poblaciones
AT
BA
cc
CL
CcoO
LG
RU
TR

Varianza
0,26
0,82
0,69
1,80
1,72
1,81
1,11
2,25

Error estandar
0,18
0,32
0,29
0,47
0,46
0,48
0,37
0,53

Coeficiente de variacion
0,12
0,20
0,15
0,22
0,23
0,20
0,18
0,23

Minimo

3,51
3,39
4,42
3,70
4,20
4,70
4,63
4,56

Maximo

4,84
6,52
6,52
8,20
8,54
8,83
7,27
9,64
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Figura 48. Contenido de fenoles totales en las poblaciones de V. philippiana: AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro
Bayo; CC, Cerro Conico; CL, Cerro Lindo; CO, Copahue; LG, Lagua Guacho; RU, Rucachoroi; TR, Cerro
Tronador.
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Actividad antioxidante en Valeriana philippiana

Para esta especie la actividad antioxidante promedio registrada fue de 242,14 mg VCE/ 100
g, con un minimo de 65,83 mg VCE/ 100 g y un maximo de 345,75 mg VCE/ 100 g.

Se observaron diferencias significativas entre poblaciones (p<0,001; ver Anexo II),

resultando CL, CC y LG las poblaciones que presentaron los valores mayores de actividad

antioxidante. En las poblaciones BA y AT se observaron los valores promedios méas bajos
(Fig. 49, Tabla 21).

Act. antiox. (mg VCE/100 g)
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Figura 49. Actividad antioxidante registrada para las poblaciones de V. philippiana: AT, Cerro Atravesada;
BA, Cerro Bayo; CC, Cerro Cénico; CL, Cerro Lindo; CO, Copahue; LG, Lagua Guacho; RU, Rucachoroi;
TR, Cerro Tronador

Tabla 21. Tabla de comparaciones de la actividad antioxidante entre poblaciones de V. philippiana. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05). VR= varianza de los rangos.

Poblaciones
CL
CcC
LG
CcoO
RU
TR
BA
AT

VR

56,00
53,62
47,75
26,62
26,62
24,50
14,00
10,87

Media + desvio estandar
336,21 +£11,02

333,37 £9,54

327,48 £ 6,30

225,29 + 54,13

229,01 £ 72,65

210,20 £ 54,75

150,42 + 65,01

125,09 + 64,58

Grupos
a

a

a
b
b
b
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Variabilidad de actividad antioxidante a nivel intra-poblacional en

Valeriana philippiana

La actividad antioxidante fue variable en la mayoria de las poblaciones (Tabla 22). En la
poblacion AT (CV= 52%) se registré el menor valor de actividad antioxidante en el
individuo 6 (68,19 mg VCE/100 g), mientras que el individuo 7 presenté 238,70 mg
VCE/100 g, siendo el mayor valor registrado en esta poblacion (Fig. 50a). Por el contrario,
las poblaciones CC, CL y LG registraron muy poca variabilidad, con coeficientes de
variacion muy bajos de 2-3%. El valor minimo para CC fue de 314,97 mg VCE/100 g
registrado en el individuo 8 y 342,95 mg VCE/100 g en el individuo 1 (Fig. 50c), mientras
que los valores de la poblacion CL variaron entre 309,97 y 345,75 mg VCE/100 g en los
individuos 6 y 7 respectivamente (Fig. 50d). Finalmente, en la poblacién LG la capacidad
antioxidante vari6 entre 314,97 mg VCE/100 g en el individuo 7 y 337,06 mg VCE/100 g
en el individuo 6 (Fig. 50f).

Tabla 22. Medidas de dispersion de la actividad antioxidante particionadas por poblacion de V. philippiana.

Poblaciones Varianza Error Coeficientes de n

estandar variacion

AT 4170,39 22,83 0,52 8
BA 4226,48 22,98 0,43 8
cC 91,06 3,37 0,03 8
CL 121,49 3,90 0,03 8
Co 2930,37 19,14 0,24 8
LG 39,65 2,23 0,02 8
RU 5278,72 25,69 0,32 8
TR 2997,26 19,36 0,26 8
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Figura 50. Actividad antioxidante en las poblaciones de V. philippiana: AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro
Bayo; CC, Cerro Conico; CL, Cerro Lindo; CO, Copahue; LG, Lagua Guacho; RU, Rucachoroi; TR, Cerro
Tronador.
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Correlacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
en Valeriana philippiana

Teniendo en cuenta en el andlisis a todas las poblaciones de V. philippiana, se observo
correlacion moderada entre las variables “fenoles totales” y “actividad antioxidante” (Fig.
51) con un coeficiente de Spearman de 0,56 (p< 0,001).

400

200

Act. antioxidante (mg VCE/100 g)

Fenoles totales (mg GAE/Q)

Figura 51. Correlacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante en V. philippiana.
Cuando se excluyeron del analisis a las poblaciones Cerro Lindo (CL), Cerro Cénico (CC)
y Lago Guacho (LG), ubicadas al sur del paralelo 41, la correlacion aumenta notablemente

con un coeficiente de Spearman de 0,88 (p<0,001; Fig. 52).
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Figura 52. Correlacién entre el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante en V. philippiana,
excluyendo del analisis a las poblaciones del sur (CL, CCy LG).
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En cuanto a cada poblacion en particular, se observé correlacion significativa (p<0,001)
entre el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en las poblaciones del Cerro

Bayo (BA) y Copahue (CO; ver Anexo II).

De acuerdo con la prueba de Spearman, el contenido de fenoles totales presente en estas
poblaciones no presentd una correlacion estadisticamente significativa con la altitud de los
sitios de origen de las poblaciones (rho=-0,52; p=0,19).

Variabilidad fitoquimica segun estadio fenoldgico en Valeriana moyanoi

Poblacion Lago Fontana (FO):

En el estadio de floracidn se observé mayor contenido fendlico (0,98 mg GAE/g) que en el
resto de estadios (Fig. 53), presentando diferencias significativas con el estadio vegetativo
(0,60 mg GAE/Q).
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Figura 53. Poblacién FO, Lago Fontana (V. moyanoi). Comparaciones del contenido de fenoles totales en los
tres estadios analizados: FLO, floracién; FRU, fructificacion y VEG, vegetativo. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).

También se observaron diferencias significativas entre estadios fenoldgicos para la actividad
antioxidante (p<0,05). En el estadio vegetativo se observo una mayor actividad antioxidante
(170,30 mg VCE/100 g) que los estadios de floracion y fructificacion. En cuanto a la
variacion entre individuos, en el estadio de fructificacion se observé una mayor variabilidad
(Fig. 54; Tabla 23). La prueba de Correlacién de Spearman no registrd correlacion entre

variables (rho=-0,18; p=0,39).
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Tabla 23. Medidas de posicion y dispersion de la actividad antioxidante segin estadios, VEG, vegetativo;
FLO, floracion; FRU, fructificacidn.

Estadio Minimo | Media + desvio estandar Maximo CV n
FLO 82,32 96,31+12,74 117,66 0,13 8
FRU 46,99 74,78+24,19 108,83 0,32 8
VEG 141,22 170,30+23,46 206,01 0,14 8
Medidas 46,99 113,80+46,28 206,01 041 24
generales
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Figura 54. Poblacion FO, Lago Fontana (V. moyanoi). Actividad antioxidante en los tres estadios analizados:
FLO, floraciéon; FRU, fructificacién y VEG, vegetativo. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05).

Poblacion Cerro Nahuelpan (NA):

En esta poblacion no se observaron diferencias significativas en el contenido de fenoles
totales (p=0,42) y la actividad antioxidante (p=0,74) entre los diferentes estadios fenoldgicos

analizados.

El coeficiente de Correlacion de Spearman fue de 0,72 (p<0,001), indicando que el contenido

de fenoles totales y la actividad antioxidante se encuentran correlacionadas (ver Anexo II).
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Variabilidad fitoquimica segun estadio fenoldgico en Valeriana philippiana

Poblacion Cerro Lindo (CL):

No se observaron diferencias significativas en el contenido de fenoles entre estadios
fenoldgicos (p=0,7). En cambio, para la actividad antioxidante se registraron diferencias
significativas (p<0,05), observandose en el estadio vegetativo mayor actividad antioxidante
(valor promedio 350,70 mg VCE/100 g) que en el estadio de floracion (valor medio de
336,21 mg VCE/100g; Fig. 55). La actividad antioxidante y contenido de fenoles totales no

se encuentran correlacionadas en esta poblacion (rho=-0,005; p=0,98).
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Figura 55. Actividad antioxidante en los estadios analizados FLO, floracién y VEG, vegetativo para la
poblacién Cerro Lindo (CL). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Poblacion Cerro Tronador (TR)

No se registraron diferencias significativas en el contenido fenolico entre los dos estadios
analizados (p=0,20). Por el contrario, en la actividad antioxidante se observaron diferencias
significativas entre estadios (p<0,05). En el estadio vegetativo se observé mayor actividad
antioxidante (valor promedio de 334,85 mg VCE/100 g) que en el estadio de floracion
(210,21 mg VCE/100 g; Fig. 56). No se registrd correlacion lineal entre el contenido de
fenoles totales y actividad antioxidante para la poblacién del Cerro Tronador (rho=-0,69;
p=0,003).
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Figura 56. Actividad antioxidante en los estadios estudiados, para la poblacién del Cerro Tronador (TR).
Discusion

A partir de los ensayos desarrollados en este capitulo se determind que existe una gran
variabilidad en el contenido fendlico y actividad antioxidante en V. moyanoi y V.
philippiana, encontrandose diferencias significativas a nivel inter e intraespecifico. Los

resultados coinciden con reportes previos sobre otras valerianas (Jugran etal., 2016;
Nagahama et al., 2020).

Entre las especies estudiadas, V. philippiana present6 los ejemplares con mayor contenido
de fenoles totales (3,39-9,64 mg GAE/qg), seguida por V. gaimanensis (3,45 mg GAE/Q) y
V. moyanoi (0,20 a 2,26 mg GAE/g). Comparando con el contenido de fenoles totales de las
valerianas de mayor uso medicinal en Patagonia, ciertos individuos de V. philippiana (LG)
presentaron contenidos de fenoles similares a los reportados para V. clarionifolia (7,3-9,7
mg GAE/g), pero considerablemente menores a V. carnosa (5,6-16,2 mg GAE/(g;
(Nagahama et al., 2020). Asimismo, en Nagahama et al., (2016) V. gaimanensis se diferencid
de V. carnosa mediante estudios morfoldgicos exhaustivos y con los resultados obtenidos en
el presente estudio, también se diferencia de esta especie en cuanto al contenido de fenoles
totales y actividad antioxidante (Guajardo et al., 2018; Nagahama et al., 2020). En el caso
de V. moyanoi, el contenido de fenoles totales resultd relativamente bajo, sin embargo, los
valores son similares a los citados para extractos etandlicos de V. hardwickii Wall. (0,15 mg

GAE/qg), especie de importancia medicinal que crece en el Himalaya (Yousuf et al., 2014).

Los compuestos fenolicos son fuertes antioxidantes que complementan a las vitaminas y
enzimas antioxidantes, contribuyendo en la defensa contra el estrés oxidativo causado por el

exceso de especies reactivas de oxigeno (Tsao, 2010). La correlacion positiva entre el
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contenido de fenoles de una muestra y su actividad antioxidante ha sido ampliamente
reportada tanto para plantas comestibles (Sulaiman et al., 2011; Cantillano et al., 2012) como
medicinales (Kiselova et al., 2006; Gastaldi, 2018; Ziarno et al., 2021). Sin embargo,
también existen antecedentes que difieren de esta tendencia (Demiray et al., 2009), y en el
caso de las poblaciones de V. moyanoi analizadas, la correlacion entre estas variables fue
baja, negativa y estadisticamente no significativa. Existen autores que mencionan que resulta
dificil describir, con herramientas estadisticas, la relacion entre el contenido de fenoles de
una muestra y su actividad antioxidante, debido a que los extractos vegetales son mezclas
complejas de compuestos quimicos variados, con distinta polaridad y propiedades anti o pro-
oxidantes diferentes (Ké&hkdnen et al., 2001). Asi, las propiedades antioxidantes de los
compuestos individuales dentro de un grupo pueden variar notablemente, y los mismos
niveles de fenoles no necesariamente se corresponden con las mismas respuestas
antioxidantes (Parejo et al., 2002). Los resultados observados en V. moyanoi sugieren que
los fenoles podrian no ser los inicos compuestos que contribuyen a la actividad antioxidante,
teniendo en cuenta que existen otros compuestos con actividad antioxidante como el B-
caroteno o tocoferoles, reportados con anterioridad en otra especie de Valeriana (Adel
Pilerood & Prakash, 2014).

Teniendo en cuenta que la eleccion del solvente resulta un paso indispensable para optimizar
la extraccion de polifenoles, en investigaciones futuras seria interesante utilizar mas de un
solvente de extraccion para comparar la actividad antioxidante potencial y registrar cuél se
ajusta mejor a las especies bajo estudio y a los compuestos de interés. Por ejemplo, en V.
hardwickii, los solventes acetona y hexano mostraron mejores resultados de extraccion de
antioxidantes frente al etanol y agua (Yousuf et al., 2014). En otras especies de hierbas
estudiadas, el cloroformo resulto ser el solvente méas efectivo para extraer fenoles totales
(Salim etal., 2024). Por otro lado, el método DPPH puede subestimar la capacidad
antioxidante, ya que seria menos sensible a los antioxidantes hidrofilicos que otros métodos,
y su interaccion con los compuestos antioxidantes dependeria principalmente de la
conformacién estructural del compuesto antioxidante (Kaur & Kapoor, 2001). A pesar de
sus limitaciones, el DPPH continta siendo de gran utilidad en la busqueda de nuevos
antioxidantes en procedimientos de bioprospeccion (Parejo et al., 2002), sin embargo, en

préximos ensayos seria deseable trabajar con mas de un método de caracterizacion
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antioxidante, asi es posible realizar una evaluacion mas completa y adecuada de los extractos

en cuestion.

Por otro lado, se ha reportado que la variabilidad de metabolitos en plantas es influenciada
por factores bioticos y abioticos. Por ejemplo, el incremento de la radiacion solar y las bajas
temperaturas asociadas a sitios de mayor altitud influyen en los perfiles de metabolitos
secundarios en plantas superiores, entre otras cosas, estimulando la produccion del contenido
de flavonoides, que son compuestos de naturaleza fendlica con funcion fotoprotectora
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007). De las poblaciones de V. moyanoi analizadas, TA fue la de
mayor altitud (1595 msnm); sin embargo, su valor medio de fenoles totales no resulto
destacable. En las poblaciones NA (1376 msnm) y ZE (1470 msnm), los contenidos
fenolicos registrados también fueron relativamente bajos. Por el contrario, las plantas
provenientes de la poblacion RL que crecen a una altitud de 748 msnm sobre afloramientos
rocosos Yy en un sitio caracterizado por una mayor temperatura media y aridez, registraron
los valores mas altos de contenido fendlico. Estos resultados evidencian la falta de
correlacion entre el contenido fendlico y la altitud de los sitios de muestreo (rho=-0,54;
p>0,001), lo que coincide con reportes previos para poblaciones de V. jatamansi en las que
se estudid el impacto del rango altitudinal en el contenido de compuestos fitoquimicos, sin
encontrar un patrén de relacion definido (Jugran et al., 2016).

Para el caso de V. philippiana, los valores medios de fenoles totales registrados (3,39-9,64
mg GAE/g) fueron similares a los reportados en V. officinalis para extractos etandlicos de
raices (5,53 mg GAE/g; IvaniSova etal., 2020) y extractos acuosos (6,31 mg GAE/g
(Bouayed et al., 2007). Sin embargo, los valores obtenidos en esta tesis son menores a los
valores registrados para extractos metandlicos de V. officinalis (14,2 mg GAE/g;
Surveswaran et al., 2007). Si se tiene en cuenta a otras valerianas medicinales, los valores
obtenidos para las valerianas patagonicas de este trabajo son considerablemente menores.
Como ejemplo, se puede mencionar a los valores de extractos metandlicos de raices de V.
jatamansi (187,13 mg GAE/g; Thusoo et al., 2014), y extractos metanélicos (24,22 mg
GAE/qg) y acuosos (24,26 mg GAE/Q) de partes aéreas de V. italica Lam. (Sarikurkcu et al.,
2020). Algo importante a tener en cuenta en estas comparaciones es el tipo de solvente
empleado, ademas del tejido vegetal utilizado (raices, partes aéreas). En general, se ha
observado que utilizando como solventes de extraccion agua o metanol, se obtiene un mayor

rendimiento en la extraccion de polifenoles en valerianas (Thusoo et al., 2014; Li etal.,
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2015), por lo que es esperable que los valores reportados sean mayores en extractos de esa
naturaleza. Sin embargo, en este punto resulta interesante mencionar que en bibliografia los
valores de contenido de fenoles totales varian notablemente en una misma especie de
Valeriana utilizando el mismo método y a veces el mismo solvente de extraccion. Por
ejemplo, para extractos metandlicos de V. jatamansi utilizando el método de Folin-
Ciocalteu, se reportan valores desde 6,83 mg GAE/g a 187,13 mg GAE/g (Bhatt et al., 2012;
Thusoo et al., 2014; Jugran et al., 2016, 2020;). En el caso de V. carnosa, para extractos
etanolicos el rango varia entre 3,56 mg GAE/g hasta 75,69 mg GA/100 g segun distintos
reportes bibliograficos (Guajardo et al., 2018; Marcucci et al., 2020; Nagahama et al., 2020).
En algunos casos, estas diferencias en los valores reportados se explican por factores
climaticos, respuestas a distintas condiciones de estrés, el momento de cosecha de las plantas

o0 variabilidad genética.

A nivel intra-poblacional, en este trabajo se observé gran variabilidad en el contenido de
fenoles totales de V. moyanoi y V. philippiana. En las poblaciones de V. philippiana ubicadas
entre las latitudes 37°— 41°S, Copahue (CO), Rucachoroi (RU) Cerro Atravesada (AT),
Cerro Bayo (BA), y Cerro Tronador (TR), el contenido de fenoles se correlaciond de manera
positiva con la actividad antioxidante, siendo fuerte la correlacion en las poblaciones de BA
y CO, lo que sugiere en este caso que los compuestos fendlicos podrian ser los que

contribuyen principalmente a la actividad antioxidante observada.

Por otra parte, las poblaciones de V. philippiana ubicadas al sur del paralelo 41°, incluyendo
al Cerro Lindo (CL), Lago Guacho (LG) y Cerro Conico (CC), se destacaron por presentar
una mayor actividad antioxidante y baja variabilidad entre individuos. No obstante, no se
registré correlacion entre las variables, sugiriendo que los compuestos que aportaron
mayoritariamente a la actividad antioxidante podrian no ser de naturaleza fendlica, o quizas
podria tratarse de ciertos fenoles con alta actividad antioxidante en poca cantidad. De
acuerdo con Kiselova et al. (2006), dado que la actividad antioxidante de las plantas no se
encuentra limitada Unicamente al contenido de polifenoles, es necesario realizar nuevos
estudios para encontrar otros componentes que contribuyan a la actividad antioxidante de
los extractos. Resulta dificil comparar los datos de la actividad antioxidante con otros
estudios, debido principalmente, a las diferencias entre los métodos utilizados y unidades
empleadas. Asimismo, en linea con lo mencionado anteriormente, teniendo en cuenta la

complejidad de los procesos de oxidacion-antioxidacion, ningun método de prueba Unico es
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capaz de proporcionar una imagen completa del perfil antioxidante de una muestra estudiada
(Parejo et al., 2002).

En los extractos analizados de V. philippiana no se observo correlacion significativa entre el
contenido de fenoles y la altitud de los sitios de colecta (rho=-0,52, p=0,19), en concordancia
con lo observado en V. moyanoi y en trabajos previos sobre valerianas medicinales
(Nagahama et al., 2020).

La variabilidad del contenido de metabolitos fenolicos observada en V. moyanoi y V.
philippiana podria ser consecuencia de la variabilidad genética, por las diferentes
condiciones ambientales de los sitios donde habitan o factores tales como la edad de las
plantas (s6lo en el caso de V. philippiana, ya que V. moyanoi es bianual). Por ejemplo,
teniendo en cuenta la dindmica de otros compuestos secundarios, algunos de los metabolitos
presentes en el aceite esencial de V. officinalis como el valerenal, o—humuleno y écido
valerénico, incrementan su contenido en plantas mas viejas (Letchamo et al., 2004). La
variacion observada entre las poblaciones naturales también era esperable teniendo en cuenta
la amplia distribucion geogréafica de las especies estudiadas y la diversidad de ambientes en

las que habitan.

Asimismo, se ha reportado que las variaciones estacionales tienen gran impacto en las
constituciones quimicas entre especies de valerianas (Wang et al., 2010). En este trabajo el
andlisis de la dindmica del contenido de fenoles totales en las cuatro poblaciones
seleccionadas de V. moyanoi y V. philippiana mostré variabilidad entre estadios. En la
mayoria de las poblaciones analizadas, la actividad antioxidante resulté mayor en los
extractos de las plantas en estadio vegetativo. La poblacion del Lago Fontana (FO) fue la
Unica que se diferencio en el contenido fendlico entre los estadios analizados, siendo mayor
de manera significativa en el estadio de floracion, lo que coincide con resultados previos en
V. carnosa (Guajardo etal., 2018). Las poblaciones FO (V. moyanoi), CL y TR (V.
philippiana) presentaron mayor actividad antioxidante en el estadio vegetativo, asi como
también la ausencia de correlacion entre el contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante. Como se menciond con anterioridad, otros compuestos antioxidantes de
naturaleza no fendlica podrian estar presentes en los extractos, contribuyendo a la actividad
antioxidante observada o quizas se trate de algunos fenoles de fuerte actividad antioxidante

en baja cantidad. Por el contrario, en la poblacion NA la correlacion resulté moderada y
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positiva, sugiriendo que los compuestos fenodlicos podrian ser los responsables en gran

medida de la actividad antioxidante observada en esta poblacion.

De las tres especies analizadas, las plantas de V. philippiana en estadio vegetativo resultaron
ser las mas prometedoras en cuanto al contenido de fenoles y actividad antioxidante de sus
extractos etanolicos. Si bien este trabajo es una primera mirada respecto a las variaciones de
compuestos fendlicos en un gran nimero de poblaciones naturales de V. moyanoi y V.
philippiana, para establecer diferencias mas rigurosas, es preciso realizar un analisis
cualitativo y cuantitativo de los principales compuestos fenolicos individuales, involucrando
técnicas de mayor complejidad como Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC, siglas
en inglés), lo que podria aportar mas informacion para ayudar a explicar las relaciones entre

la actividad antioxidante y el contenido fendlico de los extractos.

Conclusiones

En este capitulo se aportan aspectos noveles sobre el contenido fendlico y actividad
antioxidante en dos valerianas de alta montafa, V. moyanoi y V, philippiana, analizando su
variabilidad a lo largo de la Patagonia argentina. Se reportan ademas los primeros datos
fitoquimicos sobre V. gaimanensis, especie de la estepa patagénica arida, apoyando sus
diferencias con V. carnosa, especie afin. EIl contenido de fenoles de las especies de alta
montafia no se correlaciona con la altura a donde crecen las plantas y varia segun el estadio
fenoldgico de las mismas. Se destaca V. philippiana por su mayor contenido de fenoles y
actividad antioxidante, similar al de las valerianas de mayor uso medicinal en Patagonia. Sin
embargo, llama la atencién que, aunque el contenido de fenoles en esta especie en general
se correlaciona con la actividad antioxidante, las poblaciones mas australes presentan la

maxima actividad antioxidante, pero tienen gran variacion en contenido de fenoles totales.

Los resultados obtenidos en este capitulo representan un puntapié inicial importante en la
caracterizacion quimica de nuestros recursos genéticos nativos en general y de estas
valerianas en particular. Asimismo, resultaria interesante poder continuar a futuro con el
analisis de otros compuestos de interés medicinal en estas especies, e iniciar estudios de

bioprospeccion en otras valerianas patagonicas.
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Resumen

Se determind la estructura poblacional y diversidad genética de siete poblaciones naturales
de V. moyanoi y ocho de V. philippiana, con un set de 9 microsatélites de secuencia de
repeticion simple (EST-SSR) disefiados a partir de otra especie de Valeriana patagonica.
Los productos obtenidos fueron visualizados en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato
de plata. Los valores de distancias genéticas de Nei entre poblaciones de V. moyanoi y V.
philippiana fueron 0,15-0,66 y 0,04-0,60, respectivamente. Se observo estructuracion
genética en ambas especies, destacdndose la poblacion Rio Limay de V. moyanoi que podria
tratarse de una variedad, subespecie o especie nueva de Valeriana. En el caso de V.
philippiana la estructura poblacional mostré una correspondencia con la distribucion
geografica de los sitios, asociada al gradiente latitudinal Norte—Sur, separandose la
poblacion de Cerro Lindo de las deméas poblaciones. Los resultados de estos analisis
permitieron identificar sitios importantes para la preservacion de las especies estudiadas,

teniendo en cuenta la presencia de alelos privados y diversidad genética de las poblaciones.

Introduccion

La Patagonia argentina presenta gran heterogeneidad ambiental, lo que impulsaria cambios
genéticos a diferentes escalas en las especies que habitan esta region (Anderson et al., 2010).
Esta variabilidad ambiental, junto con procesos micro evolutivos han influenciado en la
dindmica de la vegetacion de los diferentes ecosistemas, observandose gradientes clinales
asociados a factores como la precipitacion y temperatura (Schwinning & Sala, 2004; Jump
etal., 2008). En consecuencia, se generan presiones de seleccion diferenciales en las
poblaciones naturales, promoviendo adaptaciones locales y variacion genética (Whitford &
Duval, 2002; Tyukmaeva et al., 2011). Las oscilaciones climaticas del Pleistoceno y los
eventos orogeénicos del Plioceno y Mioceno han dado forma a la diversidad y distribucion
actual de las especies en Ameérica del Sur (Turchetto-Zolet et al., 2013), modelando gran
parte del rango de distribucion de las especies vegetales patagonicas y la composicion de la
vegetacion (Pastorino et al., 2009; Iglesias et al., 2012; Soliani et al., 2017). Durante el
Pleistoceno, muchas especies se vieron obligadas a migrar hacia areas mas célidas y
adecuadas para su supervivencia. Algunas utilizaron refugios periglaciales y posteriormente,

cuando el hielo retrocedio, fueron colonizando gradualmente otras regiones, como es el caso
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de Calceolaria polyrrhiza Cav. (Calceolariaceae) (Cosacov et al., 2010). Sin embargo,
algunos organismos lograron adaptarse y sobrevivir en Patagonia durante este periodo, tal
es el caso de especies de Hordeum L. (Poaceae) que pudieron persistir en la region sin sufrir

cambios genéticos importantes o restricciones genéticas (Jakob et al., 2009).

El estudio de la variacion genética dentro de especies con areas de distribucién amplia,
ofrece la oportunidad de observar la evolucion en progreso y es el puntapié inicial para
identificar y determinar la importancia relativa de los factores que promueven la
diferenciacion fenotipica (Chalcoff et al., 2008). En este contexto, dos especies interesantes
como casos de estudio, son V. moyanoi y V. philippiana, que crecen en diferentes ambientes
montafiosos a lo largo de la Patagonia. V. moyanoi se distribuye en Argentina desde Neuquén
a Santa Cruz, entre los 1000 y 2500 msnm (Correa, 1999). En Chile, el primer registro de
esta especie se reportd en la region de Aysén, a los 1400 y 1600 msnm (Saldivia & Rojas,
2006).

Por otro lado, V. philippiana se distribuye en Argentina desde Neuquén a Chubut, entre los
1000 y 2400 msnm (Correa, 1999; Kutschker & Morrone, 2012). En el momento en que se
inicio esta tesis, la diversidad y estructura genética de las poblaciones naturales de estas
valerianas era desconocida y esa informacion resulta fundamental, ya que puede indicar el
potencial de adaptacién local o especiacion de estas plantas en el futuro (Bohonak, 1999).
El mantenimiento de niveles altos de variacion genética les proporciona a las poblaciones la
potencialidad de adaptacion frente a modificaciones en su ambiente, mientras que la pérdida
de diversidad se relaciona con el aumento del riesgo de extincion (Jump etal., 2008;
Kahilainen et al., 2014). Este tipo de estudios resulta un insumo importante para idear planes
de conservacion o seleccionar material en caso de explorar programas de mejoramiento,

domesticacion y cultivo de estas plantas.

Los marcadores moleculares son herramientas Gtiles para analizar los niveles de variacién
genética dentro de las poblaciones y el grado de diferenciacion entre distintas poblaciones
(Pérez De La Vega, 1997). Particularmente, los microsatélites o Secuencias de Repeticion
Simple (SSR, siglas en inglés) son secuencias repetidas en tandem de 1-4 (Scott et al., 2000);
1-6 (Zane et al., 2002) pares de bases, presentes en genomas procariotas y eucariotas, que
al encontrarse ampliamente dispersos evidencian una extraordinaria conservacion evolutiva

(Hamada et al., 1982). A menudo son altamente polimorficos, debido a la variacion en el
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numero de unidades repetidas de di-, tri- o tetra-nucle6tidos, lo que resulta detectable
mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, en inglés), utilizando pares de
cebadores que flanquean cada SSR (Powell et al., 1996). Los microsatélites son Utiles para
medir la variacion genética y el flujo génico en poblaciones naturales y resultan valiosos en
casos forenses o andlisis de especimenes de museo. Su estudio responde preguntas sobre
éxito reproductivo, niveles de variacion poblacional, estructuracion genética e hibridacion
(Bruford & Wayne, 1993).

Existen dos categorias de SSR, las derivadas de secuencias gendmicas aleatorias y los EST-
SSR derivados de etiquetas de secuencia expresada (EST, siglas en inglés). El desarrollo de
marcadores EST-SSR resulta mas rentable, precisan menos tiempo para su procesamiento y

son mas informativos que otros métodos (Varshney et al., 2005).

En valerianas patagonicas se han llevado a cabo estudios de variabilidad genética en
poblaciones de V. carnosa mediante polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (Amplified fragment length polymorphism, AFLP en inglés) observandose
gran variabilidad intra e interpoblacional (Nagahama et al., en prep.). Ademas, se secuencio
una biblioteca de ADNc de V. clarionifolia, especie filogenéticamente afin a V. carnosa
(Bell etal., 2012) y se disefiaron marcadores EST-SSR cuya transferibilidad en otras
representantes del género también ha sido evaluada (Manifesto et al., en prep.). La creacion
de esta herramienta permite identificar genotipos y evaluar la diversidad genética
poblacional, ademas de que posibilitara en el mediano/largo plazo el estudio de genes que
participan en las rutas metabdlicas de sintesis de principios activos. En otras valerianas
existen precedentes sobre la asociacion entre marcadores moleculares y rasgos biolégicos o
agronémicos. Por ejemplo, se han realizado estudios en V. jatamansi con el fin de identificar
los genes responsables de la actividad antioxidante y el contenido de acido valerénico en
esta especie medicinal (Jugran et al., 2013).

Finalmente, este capitulo se centra en V. moyanoi y V. philippiana, siendo los primeros
estudios genéticos en estas especies. Se espera encontrar patrones de distribucion de
variabilidad geneética poblacional en estas especies de amplia distribucion, aportando al

conocimiento de la variacion morfolégica y quimica que se tiene de estas valerianas.
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Objetivo general:

Estudiar y caracterizar genéticamente mediante el empleo de marcadores moleculares (EST-
SSR) diferentes poblaciones naturales de Valeriana moyanoi y V. philippiana en Patagonia.

Materiales y métodos

Todos los ensayos fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Marcadores Moleculares del
Instituto de Recursos Bioldgicos, perteneciente al Centro de Investigacion de Recursos
Naturales (CIRN) del INTA Castelar, con la colaboracion de la Dra. Maria Marcela
Manifesto.

Material vegetal

El material de V. moyanoi y V. philippiana se obtuvo de 8 plantas por poblacion, de un total
de 15 poblaciones (7 de V. moyanoi y 8 de V. philippiana), cubriendo el area de distribucién
natural de las especies (Fig. 57). Se seleccionaron hojas en buen estado de cada individuo y
se colocaron en bolsas herméticas de polietileno con silica gel para su deshidratacién y
conservacion. Posteriormente, las muestras fueron preservadas a —20°C en freezer hasta su
uso. En total se analizaron 120 individuos, utilizando 8 SSR para V. moyanoi y 9 SSRs para
V. philippiana (Tabla 24). Los primers fueron disefiados especificamente a partir de una

especie de Valeriana patagénica (V. clarionifolia; Manifesto et al., en prep.).

Tabla 24. Listado de los marcadores utilizados (v ) en base a su transferibilidad en especies de Valeriana
(Manifesto etal.,, s.f.). PICs: Polymorphism Information Content (Contenido de informaciéon de
polimorfismo); s/d= sin dato; (x) no utilizado.

Locus PICs V. moyanoi V. philippiana
1. Valcla9287 0,63 v v
2. Valcla9255 0,77 v v
3. Valcla4356 0,44 X v
4. Valclad770 0,42 v v
5. Valcla4879 0,65 v v
6. Valcla7794 0,36 v v
7. Valcla7841 0,40 v v
8. Valcla4033 0,51 v v
9. Valcla4800 s/d v v
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Figura 57. Ubicacion de las poblaciones naturales incluidas en este capitulo. Izquierda: poblaciones de V.
moyanoi, RL, Rio Limay; CH, Cerro Chalhuaco; TA, Talagapa; NA, Cerro Nahuelpan; TE, Tecka; FO, Lago
Fontana; ZE, Monte Zeballos. Derecha: se visualizan las poblaciones de V. philippiana, CO, Copahue; AT,
Cerro Atravesada; RU, Rucachoroi; BA, Cerro Bayo; TR, Cerro Tronador; CL, Cerro Lindo; CC, Cerro
Conico; LG, Lago Guacho.
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Protocolo de extraccion de ADN

El procedimiento de extraccion de ADN se llevd a cabo de acuerdo con Lucas et al. (2019)
con ligeras modificaciones. En tubos de 2 ml se colocaron aproximadamente 100 mg de
tejido vegetal, se afiadieron perlas de carburo de tungsteno de 7 mm y se procesaron durante

1 minuto y 30 segundos en homogeneizador de tejidos TissueLyser 11 (QIAGEN).

En cada tubo se agregé 1 ml de buffer Sorbitol frio (4°C), 1% PVP y 2 pl de B-
mercaptoetanol. Se mezclo6 en vortex durante 5 segundos y se dejaron en cuba de hielo (4°C)
durante 20 minutos. Posteriormente, se llevo a centrifuga a 10000 rpm y 4°C, por 10 minutos.
Se descarto el sobrenadante y se agregé 800 ul de la solucion del buffer CTAB (1%),
precalentado a 65°C, junto con 20 ul de Sarkosyl (20%). Los tubos se mezclaron en vortex
y luego se incubaron a 65°C, agitando cada 10 min, durante 1 hora. Luego del periodo de
incubacidn, se centrifugaron a 13000 rpm y 22°C, por 15 minutos. Se trasfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml y se agregd 1 ul de proteasa K en cada uno. Se

Ilevaron a bafio caliente (37°C) durante 1 hora.

Posteriormente, en cada tubo se afiadieron 600 pl de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1),
se centrifugaron nuevamente a 13000 rpm y 6°C, durante 10 minutos. El sobrenadante se

transfirié a otro tubo de 1,5 ml.

Precipitacion, purificaciéon y elucion del ADN

En funcién del volumen del sobrenadante (700 pl), se agregd 10% de NaCl 5M (70 ul) y
70% de isopropanol (490 ul). Se homogeneizé manualmente y se dejo reposar durante toda
la noche en freezer. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14000 rpmy 16 °C, durante
20 minutos. Se descart6 cuidadosamente el sobrenadante y se agreg6 en cada tubo, 1 ml de
alcohol etilico 70%, se agitd suavemente hasta que los pellets se desprendieron del fondo de
los tubos. Se dejaron reposar durante 10 minutos y luego se llevaron a centrifuga a 14000
rpm durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante y se repitio el
lavado. Por ultimo, se realiz6 un tercer lavado con 1 ml de alcohol absoluto y luego de
desechar el sobrenadante los pellets fueron secados a temperatura ambiente. Una vez
completamente secos, se re-suspendieron en 50 ul de agua ultrapura. Las muestras se

preservaron a —20°C hasta su utilizacion.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Inicialmente, se cuantifico la concentracion y pureza del ADN utilizando un
espectrofotometro Nanodrop®, midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. Luego se realizaron
diluciones acuosas con una concentracion final de ADN de 10 ng/ul y un volumen de 200
ul. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en una mezcla de reaccion de 17 pl.
Cada tubo de PCR contenia: 10 uM de cada cebador, H20; 1X buffer; 1,5 Mm MgClz; 0,200
UM dNTPs; 0,5U de tag-polimerasa, 30ng de ADN gendmico y una gota de aceite mineral.
La amplificacion del ADN se realizé utilizando un programa del termociclador de la
siguiente manera: desnaturalizacién inicial a 94 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C
por 30 s, temperatura de hibridacion (dependiendo del cebador, entre 50 y 61 °C) por 30 s,
72 °C por 1 min, y un paso final de extension a 72 °C por 10 min.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Preparacion de vidrios

Se utilizaron dos vidrios de distinta longitud (“vidrios largos y vidrios cortos”) como
soportes del gel de poliacrilamida. El vidrio méas largo se traté con una mezcla que contenia:
950 ul de alcohol etilico 96%, 5 ul de acético glacial y 3 ul de binding. Posteriormente se
lavd 3 veces con 1 ml de alcohol etilico. Los vidrios se montaron de manera tal, que la parte
tratada del vidrio largo quede debajo del vidrio corto, separados por dos espaciadores.

Ambos vidrios se sujetaron con broches.

Preparacion del gel

El gel de poliacrilamida se prepar6 mezclando TBE 10X, urea, acrilamida y bis-acrilamida
en 1 litro de agua ultra pura. Luego de filtrar la mezcla, se tomaron 55 ml y se agregaron 330
ul del iniciador APS y 33 pl de catalizador TMED (National Center for Biotechnology
Information, 2022); ambos reactivos constituyen un sistema iniciador redox que promueve
la polimerizacion de geles (Zhao et al., 2014). Inmediatamente, se procurd verter la mezcla
entre los vidrios, evitando la formacion de burbujas de aire. Se dejé polimerizar durante 2
horas, tomando como control de polimerizacién, el remanente de la solucion de

poliacrilamida.

Preparacion de las muestras con el buffer de carga
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En cada uno de los tubos con los productos de la PCR, se afiadié 3 ul del buffer de carga,
compuesto por colorantes (azul de bromofenol y cianol de xileno) y glicerol. Las muestras
se desnaturalizaron en el termociclador a 95°C durante 3 minutos. Pasado ese tiempo se

depositaron en cuba de hielo hasta su sembrado.

Corrida del gel

Los vidrios con los geles de poliacrilamida se ensamblaron en cubas de electroforesis
vertical. Se afiadieron los buffers de corrida, TBE 0,5X en la parte de arriba de la cuba y
TBE 1X en la bandeja de abajo. Se conectaron los cables de los electrodos y se dejo correr
durante unos minutos a un voltaje de 50W. Posteriormente se desenchufaron los cables y
cuidadosamente se afiadio un peine de 64 calles para proceder al sembrado. En cada calle se
sembro 4,6 pl de las muestras y en una calle a la mitad del gel, se sembré 4,6 ul del marcador
de peso molecular del0 pb, que se utiliz6 para estimar el tamafio de las bandas obtenidas.

Luego de la corrida de los productos de PCR en el gel, se separaron con mucho cuidado los
vidrios; el vidrio corto con el gel se fij6 con una solucion acuosa de acido acético (10%)
durante 20 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces con agua ultrapura, durante 2

minutos cada vez.

Teriido del gel

Se peso 1,59 de nitrato de plata y se colocé en un bidon con 1,51 de agua ultrapura. Se agité
bien la solucién. En una nueva bandeja, se agrego la solucion de plata junto con 2,25 ml de
formaldehido, se sumergio el vidrio corto con el gel, se cubrié todo con una tapa negra y se
dejo agitando durante 30 minutos.

Revelado del gel

Se prepard 1,5 litros de solucién acuosa de carbonato de sodio en un bidon, se afiadio 2,25
ml de formaldehido y 300 ul de tiosulfato, se agitaron durante unos minutos. El vidrio corto
se paso de la solucion de plata a una bandeja con agua destilada durante 2 segundos y de alli
se transfirié a la bandeja de revelado, que contenia la solucidn preparada con anterioridad.
Se procedio al revelado del gel agitando constantemente la bandeja. Cuando comenzaron a
aparecer las bandas, se transfirié a otra bandeja con la misma solucién de carbonato. Una

vez que las bandas se vieron mas nitidamente y cuidando de que no reaccione demasiado, se
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fijo nuevamente el gel en una bandeja con acético (10%), durante 2 minutos. Por ultimo, se

lavo el gel con agua durante 2 minutos mas. El vidrio se dejé secando hasta el dia siguiente.

Analisis estadistico

Se calcularon los parametros de diversidad genética con el programa GenAlEx 6.5 (Peakall
& Smouse, 2006). Se estimo el nimero de alelos por locus (Na), el porcentaje de loci
polimorficos (P%), la Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), las distancias
genéticas entre pares de poblaciones de acuerdo a Nei (1987). Ademas, se realizaron Analisis
de la Varianza Molecular (AMOVA) y Andlisis Multivariados de Coordenadas Principales
(PCoA) utilizando las matrices de distancias genéticas, para visualizar las similitudes y
relaciones genéticas entre poblaciones. EI método PCoA reduce las dimensiones ubicando a
cada individuo en un espacio de 2 o 3 dimensiones, reteniendo la mayor informacion de la
matriz de datos (Gruber et al. 2018). Para los Analisis Multivariados de Conglomerados se
utilizaron las matrices alélicas y fueron realizados con el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2020).

Resultados

Comparacion entre especies

De las dos especies de montafia, V. moyanoi tuvo en promedio un indice de Shannon mas
cercano a 1 que V. philippiana, lo que indicaria que sus poblaciones fueron mas diversas
desde un punto de vista genético, de acuerdo a los 8 marcadores moleculares con los que se

trabajo en el caso de V. moyanoi y los 9 marcadores en el caso de V. philippiana.

Estructura poblacional y diversidad genética en Valeriana moyanoi

Se identificaron 47 variantes alélicas con un promedio de 2,75 alelos por locus, para los 8
loci analizados. El promedio del nimero efectivo de alelos fue de 2,02. Teniendo en cuenta
el indice de Shannon, la poblacion con mayor diversidad genética fue CH, mientras que la
menos diversa fue RL (Tabla 25). Ademas, se observaron diferencias genéticas entre
poblaciones, con una varianza mayor dentro de las poblaciones (68%) que entre poblaciones
(32%; Tabla 26). La poblacion TA registro mayor cantidad de alelos privados para 3 de los

8 marcadores analizados (Tabla 27). Teniendo en cuenta las distancias genéticas, el par de
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poblaciones que resultaron de mayor similitud genética fueron NA y ZE. Otras poblaciones

similares para los loci analizados, fueron ZE y FO. Las poblaciones que no tienen alelos en

comun para ningun locus fueron RL y TA (Tabla 28).

Tabla 25. Media y desvio estandar por cada poblacidn, respecto al nimero de individuos (N), nimero de alelos
(Na), numero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (1), Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He),
heterocigosidad esperada imparcial (uHe) e indice de fijacion (F). Poblaciones: TE, Tecka; RL, Rio Limay;
TA, Talagapa; NA, Cerro Nahuelpan; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos y FO, Lago Fontana.

Poblacion
TE

RL

TA

NA

CH

ZE

FO

Total

Media

SE
Media

SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE

N
7,375

0,324
7,000

0,378
7,000
0,627
6,750
0,412
7,500
0,500
7,625
0,263
6,875
0,581
7,161
0,169

Na
2,875

0,441
1,875

0,227
2,750
0,313
3,000
0,535
3,125
0,398
3,125
0,350
2,500
0,378
2,750
0,149

Ne
2,202

0,274
1,600

0,168
2,062
0,236
2,124
0,269
2,208
0,213
2,040
0,183
1,966
0,210
2,029
0,084

| Ho

0,833 0,777
0,126 0,100
0,477 0,536
0,115 0,152
0,780 0,688
0,108 0,100
0,790 0,566
0,154 0,121
0,881 0578
0,113 0,118
0812 0,677
0,108 0,139
0,702 0,620
0,128 0,160
0,754 0,634
0,047 0,047

He uHe F
0,499 0,537 -0,535

0,056 0,061 0,111
0,320 0,346 -0,603

0,078 0,084 0,131
0,472 0,512 -0,435
0,057 0,060 0,116
0,460 0,500 -0,205
0,082 0,089 0,153
0,513 0,550 -0,160
0,053 0,056 0,201
0,473 0,507 -0,333
0,060 0,064 0,172
0,439 0,479 -0,384
0,074 0,082 0,243
0,454 0,490 -0,374
0,025 0,027 0,062

Tabla 26. Resumen de los pardmetros obtenidos en el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

con 999 permutaciones.

Fuente

Entre
poblaciones
Dentro de
poblaciones
Total

Grados de
libertad

6

49

55

Suma de
cuadrados

120,02

208,00

328,02

Desviacion Varianza

cuadratica
media
20,00

4,25

estimada
1,97
4,25

6,22

Varianza Probabilidad
total

32% 0,001

68%

100%
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Tabla 27. Alelos privados por poblacién. Poblaciones: TA, Talagapa; NA, Cerro Nahuelpan; CH, Cerro
Chalhuaco; TE, Tecka; FO, Lago Fontana y ZE, Monte Zeballos.

Poblacion = N° de Locus  Alelo Frecuencia
alelos
TA 5 4770 140 0,06
147 0,31

4879 198 0,06
4800 151 0,18

156 0,68

NA 4 4033 133 0,07
141 0,07

9255 137 0,06

147 0,06

CH 3 4770 160 0,37

9255 139 0,06
4800 169 0,12
TE 3 4770 152 0,50
4879 184 0,06
4800 170 0,50

FO 2 9255 132 0,06
4800 162 0,10
ZE 1 4033 137 0,06

Tabla 28. Matriz de distancias genéticas de Nei por pares de poblaciones. Se destacan en negrita los pares de
poblaciones mas semejantes y en sombreado gris, aquellas poblaciones més distantes entre si. Poblaciones:
TE, Tecka; RL, Rio Limay; TA, Talagapa; NA, Cerro Nahuelpan; CH, Cerro Chalhuaco; ZE, Monte Zeballos;
FO, Lago Fontana.

TE RL TA NA CH ZE FO

0,000 TE
0,665 0,000 RL
0,266 0,673 0,000 TA
0,362 0,637 0,318 0,000 NA
0,274 0,601 0,238 0,072 0,000 CH
0,425 0,506 0,352 0,157 0,175 0,000 ZE
0,306 0,379 0,280 0,160 0,179 0,153 0,000 FO

Analisis multivariados con las poblaciones de Valeriana moyanoi

El PCoA basado en la matriz de distancias genéticas, reveld diferencias entre la poblacién
Rio Limay (RL) y el resto de poblaciones estudiadas. En el grafico Ejes 1 vs 2 se observaron
ademas dos grupos separados, pero en ambos se distribuyen individuos de las mismas
poblaciones, sin encontrarse un patron definido. En el gréafico Ejes 1 vs 3, los individuos de
las poblaciones Tecka (TE) y Talagapa (TA) comparten ubicacion espacial similar. Los

individuos de las demas poblaciones se ubicaron en su mayoria por debajo del Eje 3, con los
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individuos de las poblaciones Fontana (FO) y algunos de Monte Zeballos (ZE) a la izquierda
del Eje 1, mientras que la mayoria de los individuos de la poblacién Cerro Nahuelpan (NA)
y Cerro Chalhuaco (CH) se visualizan a la derecha del Eje 1 (Fig. 58). Entre los tres primeros

ejes se explico el 41,86% de la variacion total.
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Figura 58. Izquierda, mapa indicando las poblaciones de V. moyanoi. Derecha, graficos de dispersion del
PCoA, ejes 1vs 2 y ejes 1vs 3. El eje 1 represento el 16,17%, el eje 2 el 13,27% y el eje 3 el 12,42% de la
variacion total. Poblaciones TE: Tecka; RL: Rio Limay; TA: Talagapa; NA: Cerro Nahuelpan; CH: Cerro
Chalhuaco; ZE: Monte Zeballos y FO: Lago Fontana.

Posteriormente, se repitio el analisis excluyendo a la poblacion RL y el gréfico obtenido
resulté similar al anterior, con individuos de una misma poblacion en uno u otro grupo (Eje
1 vs Eje 2) o bastante dispersos como se observa en los Ejes 1 vs 3, a excepcion de la mayoria
de los individuos de la poblacion TE (Fig. 59). Lo mismo sucedié con los resultados del
Anadlisis de Conglomerados, donde se observé un cluster agrupando a las poblaciones CH y

ZE con la menor distancia entre ellas (Fig. 60).
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Figura 59. Gréficos de dispersién del PCoA con el que se explica el 41,21% de la variacion total. El eje 1
representa el 15,66%, el eje 2 el 15,50% vy el eje 3 el 10,05% de la variacion. Poblaciones TE: Tecka; TA:
Talagapa; NA: Cerro Nahuelpan; CH: Cerro Chalhuaco; ZE: Monte Zeballos y FO: Lago Fontana.
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Figura 60. lzquierda, dendograma con todas las poblaciones analizadas. Derecha, dendograma sin la poblacion
RL. La correlacion cofenética fue de 0,74 con la poblacion RL y 0,78 quitando esta poblacion del anélisis.
Poblaciones TA: Talagapa; NA: Cerro Nahuelpan; FO: Lago Fontana, RL: Rio Limay; TE: Tecka; ZE: Monte
Zeballos y CH: Cerro Chalhuaco.

Estructura poblacional y diversidad genética en Valeriana philippiana

Se identificaron 37 variantes alélicas con un promedio de 1,98 alelos por locus, para los 9
loci analizados. EI promedio del nimero efectivo de alelos fue de 1,68. Teniendo en cuenta
el indice de Shannon, la poblacion con mayor diversidad genética fue la del Cerro Bayo
(BA), mientras que las menos diversas fueron Rucachoroi (RU) y Copahue (CO, Tabla 29).
Ademas, se observaron diferencias genéticas entre poblaciones, con una varianza molecular
mayor dentro de cada poblacion (70%) que entre poblaciones (30%, Tabla 30). La poblacidn
con mayor cantidad de alelos privados fue la del Cerro Tronador (TR, Tabla 31). Las
poblaciones que no tienen alelos en comun para ningun locus fueron AT y TR, mientras que
el par de poblaciones que resultaron genéticamente mas parecidas fueron CO y CL (Tabla
32).
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Tabla 29. Media y desvio estandar respecto a la informacion de los loci para cada poblacién. Nimero de
individuos (N), nimero de alelos (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (1), Heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), heterocigosidad esperada imparcial (uHe) e indice de fijacion (F).
Poblaciones: AT, Cerro Atravesada; BA, Cerro Bayo; RU, Rucachoroi; CC, Cerro Conico, LG, Lago Guacho;
TR, Cerro Tronador; CO, Copahue; CL, Cerro Lindo.

Poblacion
AT

BA

Co

RU

CC

LG

CL

TR

Total

Media

SE
Media
SE
Media
SE
Media

SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE
Media
SE

N
6,333

0,687
6,889
0,588
6,556
0,475
5,556

0,669
7,222
0,364
7,444
0,242
7,000
0,553
6,889
0,484
6,736
0,189

Na
1,778

0,147
2,556
0,377
1,667
0,167
1,778

0,222
2,000
0,167
2,111
0,309
2,000
0,373
2,000
0,236
1,986
0,094

Ne
1,613

0,144
1,817
0,199
1,605
0,157
1,583

0,170
1,665
0,116
1,794
0,199
1,644
0,215
1,754
0,169
1,684
0,059

|
0,475

0,097
0,643
0,138
0,443
0,112
0,440

0,119
0,550
0,077
0,578
0,123
0,470
0,155
0,557
0,117
0,520
0,041

Ho
0,419

0,152
0,491
0,132
0,389
0,162
0,415

0,139
0,487
0,140
0,553
0,135
0,322
0,133
0,587
0,152
0,458
0,049

He uHe F
0,331 0,365 -0,235

0,070 0,078 0,281
0,381 0,410 -0,260
0,081 0,086 0,163
0,315 0,344 -0,222
0,080 0,087 0,327
0,300 0,332 -0,390

0,081 0,089 0,209
0,370 0,396 -0,240
0,055 0,058 0,252
0,377 0,405 -0,475
0,078 0,084 0,178
0,295 0,317 -0,144
0,094 0,101 0,254
0,372 0,405 -0,475
0,077 0,084 0,244
0,342 0,372 -0,310
0,026 0,029 0,081

Tabla 30. Resumen de los pardmetros obtenidos en el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con 999

permutaciones.

Fuente

Entre
poblaciones
Dentro de
poblaciones
Total

Grados de
libertad

7

56

63

Suma de
cuadrados

163,50

292,75

456,25

Desviacion Varianza
cuadratica estimada
media
23,36 2,27
5,23 5,23

75

Varianza Probabilidad
total

30% 0,001

70%

100%
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Tabla 31. Alelos privados por poblacion. Poblaciones: TR, Cerro Tronador; BA, Cerro Bayo; AT, Cerro
Atravesada; CC, Cerro Conico.

Poblacion = N° de Locus Alelo Frecuencia
alelos
TR 7 4770 150 0,08
163 0,08
9255 143 0,06
4879 198 1,00
4800 153 0,25
155 0,12
156 0,62
BA 4 4033 134 0,06
4356 145 0,14
9255 167 0,10
4879 184 0,18
AT 2 4770 166 0,12
9255 150 0,33
CcC 1 4770 140 0,37

Tabla 32. Distancias genéticas de Nei por pares de poblaciones. Se destacan en negrita los pares de poblaciones
méas semejantes y en sombreado gris, aquellas poblaciones méas distantes entre si. Poblaciones: AT, Cerro
Atravesada; BA, Cerro Bayo; RU, Rucachoroi; CC, Cerro Cénico; LG, Lago Guacho; TR, Cerro Tronador;
CO, Copahue; CL, Cerro Lindo.

AT BA RU CcC LG TR CO CL

0,000 AT
0,113 0,000 BA
0,056 0,196 0,000 RU
0,133 0,297 0,070 0,000 CcC
0,272 0,244 0,346 0,269 0,000 LG
0,607 0,546 0,541 0,451 0,418 0,000 TR
0,156 0,284 0,133 0,089 0,207 0,464 0,000 CO
0,098 0,155 0,136 0,111 0,177 0,519 0,042 0,000 CL

Analisis multivariados con las poblaciones de Valeriana philippiana

Valeriana philippiana mostré una tendencia gradual de separacion, no tan definida en los
PCoA, a excepcion de los individuos de la poblacion CL que se separaron claramente del
resto de poblaciones (Fig. 61). Por otro lado, en el AC se obtuvieron dos conglomerados
mostrando una estructuracién genética que separa a las poblaciones coincidiendo con el
gradiente Norte-Sur de la ubicacion geogréafica, con una correlacion cofenética de 0,63 (Fig.
62). Asi, se observo la separacion de las poblaciones de Patagonia norte (localizadas en la
provincia de Neuqguén) y las poblaciones ubicadas al sur del paralelo 41° (provincias de Rio
Negro y Chubut).
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Figura 61. lzquierda, mapa con las poblaciones analizadas de V. philippiana. Derecha, graficos de dispersion
del PCoA entre los tres ejes se explico el 41,02% de la variacion total. El eje 1 representd el 19,89%, en el caso
del eje 2 fue 11,14% y el eje 3 representd el 9,98% de la variacion. Poblaciones norte (AT, Cerro Atravesada;
BA, Cerro Bayo; CO, Copahue; RU, Rucachoroi) y poblaciones sur (CC, Cerro Coénico; CL, Cerro Lindo;
LG, Lago Guacho; TR, Cerro Tronador).
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Distancia: (Euclidea)
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Figura 62. Dendograma del AC donde se visualizan en distintos colores los conglomerados con las poblaciones
norte (CO, Copahue; RU, Rucachoroi; BA, Cerro Bayo; AT, Cerro Atravesada) y las poblaciones sur (CL,
Cerro Lindo; TR, Cerro Tronador; LG, Lago Guacho; CC, Cerro Cénico).
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Discusion
Los analisis presentados sobre diversidad y estructura genética con marcadores

microsatélites en poblaciones naturales de V. moyanoi y V. philippiana, constituyen los

primeros estudios de este tipo en las especies mencionadas.

En este capitulo se pudo evaluar la transferencia de 9 y 8 marcadores microsatélites,
determinar los niveles de diversidad genética en las poblaciones bajo estudio e identificar
patrones de estructuracion interpoblacional. Las tendencias encontradas en la distribucion
de la diversidad genética poblacional de V. moyanoi mostraron un nivel moderado de
diversidad (valor medio 0,75+0,04), destacandose las poblaciones CH (Rio Negro), TE
(Chubut) y ZE (Santa Cruz) por poseer mayor variabilidad genética. Por otro lado, se registrd
una menor diversidad en la poblacion de Rio Limay (RL), la cual se separ6 de manera clara
del resto de poblaciones (PCoA). En otros estudios se han reportado que en poblaciones
naturales pequefas y aisladas, la transferencia de polen a nivel inter poblacional se puede
ver afectada, resultando en una pérdida de diversidad genética (Faivre & Windus, 2002). Si
bien las plantas de RL no se encuentran tan distantes de otros sitios (Ej. a unos 60 km de
CH), habitan en un lugar poco usual para la especie, teniendo en cuenta la altitud y tipo de
ambiente (afloramientos basalticos en los margenes del rio) en los que generalmente crece
(Correa, 1999; Kutschker, 2011). Este resultado (separacion de RL de las demas poblaciones
de V. moyanoi) coincide con lo obtenido en las caracterizaciones morfol6gicas y quimicas
(ver Capitulos I y II), respaldando la posibilidad de encontrarnos frente a un ecotipo

particular de V. moyanoi, clasificable a nivel de variedad botanica o subespecie de Valeriana.

En el caso de V. philippiana, la diversidad genética media (0,52 +0,04) fue menor que en V.
moyanoi, presentando menor diversidad principalmente en las poblaciones del norte
neuquino (RU, CO y AT). Estos resultados coincidirian con areas de baja diversidad genética
identificadas para plantas y vertebrados de Patagonia (Andes del norte de Patagonia, 37° S—
43° S), segun Sércic et al. (2011). Los resultados obtenidos sugieren que la estructuracion
de la diversidad genética actual de V. philippiana podria ser producto de diferentes procesos
geoldgicos histéricos (Ej. glaciaciones), debido a que se observd un patron latitudinal de
variacion genética, diferenciandose las poblaciones del norte de Neuquén respecto a las de
Rio Negro y Chubut (Fig. 62). Para Patagonia se ha hipotetizado sobre la potencial existencia
de barreras filogeogréaficas (discontinuidades en la distribucion geogréafica de linajes dentro
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de una especie), que se encontrarian entre las poblaciones de V. philippiana del norte
neuquino y las ubicadas al sur (Rio Negro y Chubut) (Sérsic et al., 2011). Una estructuracion
similar se ha reportado en otras especies como Nothofagus antarctica (G. Forst.) Oerst.,
aunque en esta especie forestal se encontraron altos niveles de variacion genética en las
poblaciones al norte del paralelo 41°S (Pastorino et al., 2009). Esta region particular ha sido
propuesta como un refugio glaciario para otras especies como N. obliqua (Mirb.) Oerst. y N.
alpina (Poepp. & Endl.) Oerst., que habrian colonizado latitudes mayores (hacia el sur), una
vez que se retiraron los grandes hielos (Villagran, 1991; Gallo et al., 2006; Azpilicueta et al.,
2009). En cuanto a valerianas, entre las latitudes 34° y 37° S de nuestro continente, se sugirié
un centro secundario de diversificacion del género debido al aislamiento prolongado de las
especies, por el levantamiento de los Andes (Kutschker & Morrone, 2012). De acuerdo a los
resultados obtenidos en la caracterizacion genética del presente estudio, se podria sugerir
que con el paso del tiempo las poblaciones de CO, RU y AT tenderian a desaparecer, debido
a que sus potenciales nichos ecoldgicos se estarian reduciendo en superficie debido al
calentamiento global (no encontrarian sitios/refugios a mayor altitud). Esta circunscripcion
en las cumbres de las montafias provoca que las poblaciones se aislen ain mas y su baja

variacion genética observada actualmente podria ser producto de depresion por endogamia.

En este contexto, en términos de conservacion in situ se identificaron importantes sitios de
preservacion de genotipos. Teniendo en cuenta la mayor diversidad genética, proponemos
el Cerro Chalhuaco (Rio Negro) para V. moyanoi, y la poblacion del Cerro Bayo (Neuguén)
para V. philippiana. Si se tiene en cuenta la pérdida de informacion genética por endogamia
y/o reduccién de nicho ecoldgico, sugerimos las poblaciones de RL (V. moyanoi) y las
poblaciones del norte de Neuquén (V. philippiana) como las mas vulnerables. Por otra parte,
la evaluaciéon de los alelos Unicos también contribuye a la conservacién de genotipos
particulares. En general, los alelos Gnicos son caracteristicos de poblaciones localizadas en
el borde del rango de distribucion de una especie (Bruederle, 1999). Los sitios periféricos
generalmente ofrecen condiciones poco dptimas para especies de amplia distribucion, que
tienden a formar poblaciones progresivamente mas pequefias, propensas al aislamiento y
extincion (Eckert et al., 2008). En el caso de V. moyanoi, una mayor proporcion de alelos
privados fue registrada en la poblacién Talagapa, en una notable formacién geomorfoldgica
ubicada en el limite Este de distribucion de la especie. Esta poblacion se encuentra en una

region que ha sido propuesta como posible refugio o “area de persistencia in situ”, donde
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algunas especies permanecieron y sobrevivieron durante periodos de cambios ambientales o
eventos geoldgicos en el pasado (Sérsic et al., 2011). Mientras que, en V. philippiana se
registraron mas alelos privados en la poblacion del Cerro Tronador, localizada en una zona

intermedia entre la region Norte y Sur de su area de distribucion.

En relacion a la exploracion del cultivo de estas plantas, la poblacion CH (V. moyanoi) es
una poblacion candidata para incluir en futuros programas de mejoramiento genético y
domesticacion, ya que resulta genéticamente mas diversa que el resto de poblaciones. En el
caso de V. philippiana, se propone delimitar dos zonas genéticas para trabajar en la
domesticacion de la especie de acuerdo a los resultados obtenidos. Entre las poblaciones del
norte se propone a BA (Neuquén) principalmente por poseer mayor diversidad genética y

dentro de las poblaciones sur se sugiere a la poblacion de LG (Chubut), por la misma razon.

Conclusiones

Este estudio proporciond informacion valiosa sobre la variabilidad y estructura genética de
poblaciones naturales de V. moyanoi y V. philippiana, dos especies que crecen en sitios
montafiosos de Patagonia. Se proponen sitios prioritarios para la conservaciéon de estas
especies y se identifican aquellas poblaciones con alelos Unicos o baja variabilidad por
probable endogamia y/o reduccién de nicho ecolégico. Asimismo, se plantea la necesidad
de profundizar en el estudio de la poblacion de V. moyanoi del Rio Limay, proponiendo la
existencia de un nuevo ecotipo de V. moyanoi 0 una nueva especie o subespecie de Valeriana

patagoénica.
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Conclusiones generales
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Las regiones montafiosas presentan condiciones de suelo y topografia discontinuas que
promueven la diferenciacion de las poblaciones vegetales de las especies que las habitan,
resultando muchas veces en endemismos locales o adaptaciones particulares (Kruckeberg &
Rabinowitz, 1985). La Patagonia argentina es una vasta regién con ambientes diversos y una
historia geoldgica caracteristica que, junto con procesos micro evolutivos, han modelado la
distribucion vegetal y el paisaje actual (Pastorino etal., 2009; Tyukmaeva et al., 2011;
Iglesias et al., 2012). Esa variabilidad ambiental no s6lo influye en la estructuracién genética
y variacion morfologica de las especies y sus poblaciones, sino que ademas tiene incidencia
en la composicion quimica de las plantas que crecen en esta region (Mufioz-Concha et al.,
2004; Vogel et al., 2005).

Teniendo en cuenta que el conocimiento sobre plantas medicinales que crecen en el territorio
argentino es escaso (Alonso & Desmarchelier, 2014) resulta indispensable ampliar los
estudios fitoquimicos sobre plantas nativas patagénicas, evaluando sus potenciales

propiedades medicinales.

Para la mayoria de las especies de Valeriana de Patagonia, es poco lo que se conoce respecto
a su ecologia, etnoboténica, fitoquimica y aspectos agrondémicos (Kutschker, 2009;
Marcucci et al., 2020; Villarroel et al., 2022). A partir de los resultados obtenidos, se pudo
comprobar que determinadas poblaciones de V. moyanoi y V. philippiana provenientes de
diferentes ambientes (no se contempla a V. gaimanensis por registrarse s6lo una poblacion),
exhiben diferencias en su morfologia, composicion quimica (fenoles totales y actividad
antioxidante) y estructuracion genética. Esta informacién es importante ya que permitio
distinguir poblaciones con morfologias mas adecuadas para la provision de materia prima
de uso medicinal y su cultivo (mayor tamafio de sus 6rganos subterraneos y frutos). También
se identificaron las poblaciones que registraron mayor actividad antioxidante, y el momento
fenologico en que esta actividad es méas alta. Asimismo, se determind la variabilidad genética
entre poblaciones y entre especies, lo que resulta importante para el desarrollo de futuros

planes de conservacién y domesticacion.
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Estudios morfoldgicos

El estudio morfologico exhaustivo de estas plantas permitio identificar poblaciones
particulares de V. moyanoi, como por ejemplo la poblacién Cerro Chalhuaco (CH), cuyas
plantas se distinguen del resto principalmente por presentar mayor desarrollo radical y
aquenios mas grandes. Poseer raices mas grandes en Valeriana esta relacionado a la
produccién de una mayor cantidad de materia prima con potencial medicinal. En cuanto al
mayor tamafio de los aquenios, se encuentra directamente relacionado con la cantidad de
reservas disponibles en las semillas y por lo tanto, sera muy importante en los primeros
estadios de desarrollo (Joseau et al., 2013), en caso de intentarse el cultivo de la especie.
Para el caso de V. philippiana, las poblaciones localizadas en la provincia de Neuquén se
diferenciaron morfol6gicamente de las poblaciones del sur (principalmente de Chubut), lo
que podria indicar un posible aislamiento entre estos dos grupos de poblaciones en el pasado,
probablemente debido a numerosos periodos glaciales que pudieron haber influido en la
historia evolutiva de esta especie. Los 6rganos subterraneos de las plantas de Copahue (CO)
y Rucachoroi (RU), en la provincia de Neuquén, presentaron mayor diametro, lo que seria
un aspecto importante al momento de seleccionar posibles fuentes de materia prima de V.
philippiana con fines medicinales.

Ademas, para V. moyanoi se pudieron registrar ciertas poblaciones morfologicamente
diferentes del resto, que se proponen como ecotipos novedosos. Si bien esto no era un
objetivo especifico de la Tesis, resulta un hallazgo importante que contribuye al
conocimiento de diversidad de la flora patagonica. Asi, se identificaron dos poblaciones
particulares con morfotipos de flores amarillas, diferentes entre si: Rio Limay (RL), en
Neuquén, y Cerro Nahuelpan (NA), en Chubut. Las plantas de RL resultaron diferentes
desde lo morfoldgico (plantas mas altas, frutos pequefios, maltiples bracteas imbricadas),
gue coincide con diferencias en lo quimico (mayor contenido fendlico) y genético,
diferenciandose de manera significativa del resto de las poblaciones naturales en los analisis
estadisticos. Estos resultados, junto con la ubicacion inusual de la poblacion en un sitio
relativamente bajo en comparacion con otras poblaciones, ya que las plantas crecen en
afloramientos rocosos en las margenes del rio, respaldan la propuesta de un nuevo ecotipo
hasta ahora no descripto para la especie. En el caso del morfotipo de flores amarillas de la

poblacion NA, aun no se ha realizado la caracterizacion genetica, pero en base a los analisis
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morfologicos, podria ser un caso de adaptacion fenotipica frente a la presion selectiva por
parte de diferentes polinizadores, ya que estas transiciones evolutivas entre diferentes
colores de flores son una de las mas comunes reportadas en plantas (Johnson et al., 2020).

Estudios quimicos

La caracterizacion fitoquimica de las poblaciones permitié determinar la variabilidad
quimica en los extractos de estas especies e identificar poblaciones prometedoras en cuanto
al contenido de fenoles totales y actividad antioxidante. Generalmente, el estrés por sequia
en plantas produce una estimulacion en la concentracion de azucares solubles, proteinas y
metabolitos secundarios (Stagnari et al., 2016). Sin embargo, en el caso de V. gaimanensis,
que habita un ambiente extremadamente arido en la Patagonia extra andina, el contenido de
fenoles totales no resultd mayor respecto al de V. philippiana, que crece en cerros himedos,
a mayor altitud y con mayor radiacion UV. De las poblaciones naturales de V. philippiana,
se destacan las plantas de Lago Guacho (LG), Cerro Cénico (CC) y Cerro Lindo (CL),
situadas al sur de la distribucion de la especie, por presentar alta variabilidad intra
poblacional en contenido de fenoles y los valores mas altos de actividad antioxidante. Como
fuente de fenoles totales, se propone a LG y Cerro Tronador (TR), como poblaciones
promisorias, donde algunos individuos de estas poblaciones mostraron contenido fendlico
similar al de otras valerianas medicinales (Nagahama et al., 2020). Por el contrario, los
valores de contenido de fenoles y actividad antioxidante obtenidos en V. moyanoi no fueron

destacables en comparacién con otras especies de Valeriana de uso medicinal.

En base a los resultados de la comparacion de actividad antioxidante entre estadios
fenoldgicos, los valores méas altos de actividad se registraron en plantas en estadio
vegetativo. La misma tendencia (mayor actividad antioxidante en otofio/estadio vegetativo)
se ha observado en otras plantas patagénicas, por ejemplo, Adesmia boronioides Hook. f.

(Gonzalez et al., 2019) y Larrea divaricata Cav. (Varela et al., 2016).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estudios abordados en esta caracterizacion
guimica son iniciales y mas bien generales, considerando solamente un grupo amplio de
moléculas (fenoles totales). Por lo tanto, se propone a futuro estudiar otros grupos quimicos

especificos (flavonoides, valepotriatos, entre otros), comparar extractos obtenidos con
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diferentes solventes de extraccion, y emplear técnicas de mayor complejidad y especificidad
(ej. HPLC).

Estudios genéticos

La caracterizacion de las poblaciones mediante marcadores moleculares en esta Tesis,
constituye el primer antecedente en estas especies de Valeriana. Se encontré una alta
diversidad genética en la mayoria de las poblaciones de V. moyanoi, mientras que las
poblaciones de V. philippiana resultaron menos diversas. Esta informacion resulta relevante,
ya que poblaciones con baja diversidad génica, se enfrentan a un mayor riesgo de extincién
debido a alteraciones del ambiente (ej. actividades antrdpicas) o frente al cambio climético
global, por lo que el potencial adaptativo de las poblaciones dependera de sus atributos
genéticos y eco-fisiologicos (Woods et al., 2012). Ademas, en V. philippiana la
estructuracion genética poblacional mostré una correspondencia con la distribucion
geogréfica, asociada al gradiente latitudinal Norte-Sur, lo que coincide con otros reportes de
especies forestales patagonicas (Villagran, 1991; Pastorino et al., 2009). La regién del norte
neuquino es un sitio particular ubicado en latitudes coincidentes con un “punto caliente” de
diversidad biol6gica en el centro de Chile (Myers et al., 2000). En esta zona, Kutschker &
Morrone (2012) propusieron un centro de diversificacion secundaria de Valeriana, producto
de un largo periodo de aislamiento debido al levantamiento de los Andes. Durante el periodo
comprendido entre el Mioceno y Plioceno, la formacion de la cordillera y los procesos
tecténicos asociados, podrian haber tenido un papel importante en la historia evolutiva de
muchas especies (entre los 35° y 38°S). De hecho, varias especies 0 géneros de plantas
podrian haberse diversificado en estas areas del norte y luego migrado hacia el sur y sureste,
colonizando nuevos sitios a medida que los Andes se elevaban y la estepa se volvia mas
arida (Sérsic etal., 2011). Esto ha sido propuesto para especies como C. polyrrhiza,
Hypochaeris incana (Hook et. Arn) Macloskie y Hordeum (Jakob etal., 2009;
Tremetsberger et al., 2009; Cosacov et al., 2010). En el caso de las valerianas, los procesos
glaciarios del Pleistoceno, también podrian haber contribuido a la disyuncién/segmentacion

entre poblaciones observada actualmente.

Por otra parte, el libre acopio de material vegetal silvestre para su aprovechamiento, implica

un continuo e irreversible exterminio de nuestros recursos genéticos, por lo que resulta
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fundamental elaborar practicas sustentables de cultivo y profundizar sobre la domesticacién
de especies silvestres, con el fin de conservar las poblaciones naturales (Bandoni, 2003).
Debido a que el consumo de especies de Valeriana se asocia a practicas extractivas, resulta
de gran importancia identificar poblaciones mas susceptibles para que su recoleccion no
genere un impacto irreversible. De las tres especies estudiadas, sélo V. gaimanensis posee
algun tipo de uso (Nagahama, com. pers.), posiblemente debido a su semejanza con V.
carnosa, especie ampliamente utilizada en Patagonia, por lo que seria importante comenzar
con algun planeamiento de conservacion in situ o ex situ y explorar su propagacion sexual y
asexual. En cuanto a V. moyanoi, a menos que se explore alguna otra cualidad fitoquimica,
en base a los resultados obtenidos, no se recomendaria su seleccion con fines medicinales.
Quizas desde una perspectiva ornamental resulte interesante, por el atractivo de sus
inflorescencias, pero hay que tener en cuenta que es una planta bianual, por lo que s6lo
florece una vez y muere. Por ultimo, V. philippiana resulta promisoria en cuanto a su alta
actividad antioxidante, siendo factible su multiplicacién por esquejes. Se sugieren dos
poblaciones para explorar el cultivo de esta planta, en base a la estructuracién genética

encontrada, por un lado, LG (Chubut) y en Patagonia Norte, la poblacién BA (Neuquén).

La integracion de los resultados obtenidos en esta tesis representa un gran aporte para la
caracterizacion de nuestros recursos genéticos nativos y un punto de partida importante para

el conocimiento de las especies de Valeriana estudiadas.

Se logr6 caracterizar morfolégicamente las poblaciones naturales y se identificaron
fenotipos con mayor tamafio de frutos y desarrollo de raices y rizomas que resultan
promisorios para ensayar el cultivo de las especies con fines medicinales. Ademas, se
propusieron nuevos ecotipos para V. moyanoi, que requieren ser investigados con mayor
profundidad y se encontraron diferencias morfoldgicas entre las poblaciones de V.

philippiana del norte y el sur de su distribucion.

Se cuantificaron los compuestos fendlicos y actividad antioxidante de los extractos
etandlicos, identificando quimiotipos interesantes en cuanto a mayor proporcion de fenoles
y/o actividad antioxidante. La especie con mejores resultados fue V. philippiana y en
especieal las poblaciones australes de esta especie. En el estudio de la dinamica de la
actividad antioxidante en poblaciones seleccionadas, se destaca el estadio vegetativo por

presentar mayor actividad.
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Ademas, se pudo caracterizar genéticamente a las poblaciones mediante marcadores
moleculares, encontrdndose estructuracion genética asociada a un gradiente geogréfico
Norte-Sur en V. philippiana, con menor diversidad genética en las poblaciones norte. Se
propusieron sitios para la conservacion de las especies por presentar mayor diversidad
genética y/o alelos privados, y se sefialaron poblaciones vulnerables por su baja variabilidad

genética.

Seria interesante poder continuar con estudios de bioprospeccion en éstas y otras valerianas
patagonicas, por ejemplo, analizando otros compuestos de interés medicinal con otras
técnicas experimentales. Asimismo, seria necesario investigar distintos sistemas de
propagacién sexual y asexual (micro y macro- propagacion) para la multiplicacion de las
poblaciones que resultaron de interés en esta tesis, y para otras valerianas de Patagonia. El
uso extractivo de plantas medicinales nativas puede amenazar la conservacién de las mismas,
por lo que la seleccion, domesticacion y cultivo de este tipo de especies resulta de primordial

importancia.
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