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Objetivo

Evaluar el contenido de flavonoides y determinar el perfil de compuestos no polares en inflorescencias 
cosechadas de plantas ex vitro provenientes de un genotipo selecto de marcela (Achyrocline satureioides) 
cultivado en tres ambientes: Río Cuarto, Merlo y Castelar.

Materiales y métodos

A partir de un ejemplar de marcela originario de la localidad Dique Cruz de Piedra (San Luis) se obtuvieron 
individuos por multiplicación in vitro, utilizando un medio MS completo suplementado con 1 mg/l de BAP 
(Rosso et al., 2015). La multibrotación se dio a partir de callo. Se recuperaron alrededor de 150 plantas, las 
que fueron aclimatadas y luego distribuidas a tres localidades: Río Cuarto, Merlo y Castelar para la realiza-
ción de un ensayo en red (Galli et al., 2016).

Las plantas se llevaron a campo a principios de la primavera de 2015. Y se implantaron a 45 cm entre plan-
tas y 70 cm entre hileras. Se cosecharon a fines de febrero/principios de marzo de 2016 (1.a cosecha, Río 
Cuarto, Merlo y Castelar) y principios/mediados de abril de 2017 (2.a cosecha, Castelar) (Galli et al., 2016). 

Luego de evaluar el rendimiento de biomasa de inflorescencias en cada localidad se decidió estudiar el 
contenido de flavonoides en las muestras por HPLC y el perfil cromatográfico de los compuestos no polares 
por TLC.

Para ello se realizó una caracterización por TLC de la fracción no polar utilizando el sistema cromatográfi-
co propuesto por Retta et al. (2010), siendo esta la fracción de interés aromático. 

A partir de cada muestra remitida, se tomaron 2 g de material vegetal y se realizó una extracción por ma-
ceración en hexano, durante 40 min con agitador magnético. Se filtró por gravedad y se llevó a sequedad 
en evaporador rotatorio a presión reducida a una temperatura no mayor de 40 °C y se tomó el residuo con 
10 ml de hexano. 

Para los análisis por TLC se utilizaron placas de silica gel 60 F254 como fase estacionaria y tolueno: acetato 
de etilo: ácido acético glacial (9:1:III) como fase móvil. Las placas se revelaron con anisaldehído sulfúrico 
con posterior calentamiento. 

También se realizó la valoración por HPLC de los compuestos quercetina-3-metil éter (Q3ME) y quercetina, 
marcadores de calidad medicinal de la especie. Para ello se pesaron 5,0 g de material vegetal seco y disgrega-
do, se agregaron 150 ml de etanol 80 % y se extrajo a reflujo por 3 horas. Los extractos fueron filtrados y eva-
porados a presión reducida hasta sequedad y reconstituidos cuantitativamente con 50,0 ml de etanol 80 %. 

Se empleó la metodología puesta a punto y validada por Retta (2014), incorporada recientemente a la mo-
nografía de marcela de la actual Farmacopea Argentina.
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Resultados y discusión 

Al primer año de cultivo se observaron diferencias significativas en el crecimiento y floración de los indi-
viduos, dentro y entre localidades. A cosecha, en Río Cuarto se produjo mayor rendimiento de inflorescen-
cias (58,18 g) que en Merlo (11,03 g) y Castelar (8,92 g) (p<0,05) (Galli et al., 2016).

En cuanto a la caracterización de los compuestos no polares, no se observaron diferencias apreciables en 
los perfiles cromatográficos obtenidos entre las muestras provenientes de distintas zonas, ni con respecto 
a la planta madre (M1-5) (Figura 1). 

Figura 1.     TLC de muestras provenientes de Merlo, Castelar y Río Cuarto, respectivamente. FE: silica gel 60 F254; 
    FM: tolueno: acetato de etilo: ácido acético glacial (9:1:iii); Revelador: anisaldehído sulfúrico.

En cuanto a la valoración de los flavonoides por HPLC (Figura 2) se observaron diferencias en el porcentaje 
de quercetina entre los sitios (P=0,0003). Al comparar de a pares Castelar y Merlo difieren significativa-
mente (P<0,001) y Río Cuarto se diferencia de Merlo (P>0,05), no así de Castelar (Figura 3A).

También se observaron diferencias en el porcentaje de quercetina-3-metil éter entre los sitios (P=0,0003). 
Al comparar de a pares existen diferencias entre Castelar y Merlo (P<0,001), Castelar y Río Cuarto (P<0,01), 
y Río Cuarto y Merlo (P<0,05). Todos los análisis se realizaron por duplicado (Figura 3B).

Figura 2.     Perfil cromatográfico* obtenido por HPLC para la valoración de quercetina y quercetina-3-metil éter 
    (Q3ME) en muestras provenientes de Merlo, Castelar y Río Cuarto. 
    * columna Phenomenex Luna 2-C18 -250 mm × 4.6 mm × 5 μm-a 362 nm.
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(A) Valoración de quercetina

(B) Valoración de quercetina-3-metil éter (Q3ME)

Figura 3.     Valoración de quercetina (A) y quercetina-3-metil éter (Q3ME) (B) mediante HPLC de muestras 
    provenientes de Merlo, Castelar y Río Cuarto. Box plot.
    Aún no se realizó la cuantificación de flavonoides del segundo año de cosecha.

Conclusiones

Considerando que los metabolitos secundarios quercetina y quercetina 3-metil éter se producen en res-
puesta al ambiente, en aquellos sitios donde las plantas estuvieron sometidas a condiciones más estresan-
tes (presentaron menor ajuste a las condiciones ambientales), los porcentajes de metabolitos secundarios 
fueron mayores. Es por ello que en Merlo (ambiente de procedencia de las plantas madres) se observaron 
los menores valores de referencia.
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