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agua y crecimiento. Durante el invierno, y 

aunque los potenciales hídricos foliares 

fueron significativamente menores que en 

verano, la regulación estomática fue 

relativamente baja. El mecanismo exhibido 

por todas las variedades de O. europaea 

frente a temperaturas congelantes (hasta -

13°C) fue el superenfriamiento del líquido 

presente en los tejidos. La fracción de agua 

apoplástica, la rigidez de las paredes 

celulares y el contenido de solutos fueron 

determinantes clave de la capacidad de 

superenfriamiento y de las diferencias 

observadas entre variedades, siendo 

Arbequina y Hojiblanca las más resistentes 

a las bajas temperaturas. Aunque los 

cambios estacionales en los potenciales 

osmóticos a máxima turgencia no fueron 

consistentes con las variaciones en los 

potenciales hídricos foliares entre verano e 

invierno, se observó una disminución 

significativa del potencial osmótico cuando 

la temperatura del aire se mantuvo por 

debajo de 0 °C por un largo periodo de 

tiempo, reflejando posiblemente una 

hidrólisis rápida y reversible de almidón. 

Al igual que el aumento en el déficit de 

saturación del aire, la disminución 

controlada de la disponibilidad de agua en 

el suelo durante la estación seca indujo 

tanto a ajustes osmóticos (pasivos y 

activos) y elásticos como a un marcado 

control estomático de modo de evitar o 

reducir la deshidratación, aunque con el 

costo de reducir la tasa fotosintética. La 

disminución en la tasa de asimilación de 

CO2 frente al déficit hídrico redujo el 

crecimiento en altura de las plantas y afectó 

los patrones de asignación de biomasa en 

comparación a los observados en ausencia 

de déficit hídrico. Los olivos asignaron 

mayor cantidad de biomasa a las raíces y 

menor a los tallos y a las hojas en los 

tratamientos de déficit hídrico y a su vez 

disminuyeron significativamente la 

producción total de frutos, particularmente 

bajo déficit hídrico severo. Manzanilla fue 

la variedad más resistente al déficit hídrico 

impuesto en el suelo en verano pudiendo 

mantener constante la tasa de fotosíntesis y 

el crecimiento y afectando en menor 

proporción la producción de frutos. La 

aplicación de déficit hídrico previo a la 

estación fría, contribuyó a aumentar 

significativamente la capacidad de 

superenfriamiento en todas las variedades. 

Sin embargo en invierno este efecto no fue 

tan significativo debido a que la 

estacionalidad de las precipitaciones 

equilibró el contenido de agua en el suelo 

en todos los tratamientos. En consecuencia, 

este comportamiento resalta la importancia 
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del proceso de aclimatación en la 

capacidad de superenfriamiento máxima 

adquirida por las plantas. Integrando las 

respuestas observadas a lo largo del año 

Arbequina y Hojiblanca serían las 

variedades más aptas para su cultivo en la 

zona costera de Chubut, fuertemente 

caracterizada por veranos secos y cálidos e 

inviernos húmedos y fríos. 
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Resumen 

Los lípidos microbianos producidos por 

microorganismos oleaginosos (levaduras, 

hongos y bacterias) han cobrado 

particular interés en la última década 

debido a su uso potencial como materia 

prima para la producción de biodiesel y 

otros productos con alto valor agregado 

para la industria alimenticia y 

farmacéutica. En este contexto las 

bacterias del género Rhodococcus poseen 

la habilidad de crecer  a partir de una 

gran diversidad de compuestos, y 

producir a partir de ellos importantes 

variables de lípidos (TAG), los cuales 

pueden alcanzar en algunos casos más del 

80% del PSC (Alvarez et al.1996); éstas 

características los convierte en sistemas 

biológicos muy interesantes para la 

eventual producción de lípidos a escala 

industrial. 

Sin embargo para producir lípidos con 

estos microorganismos a un precio 

competitivo es fundamental encontrar 

materias primas de bajo costo para ser 

utilizados como sustratos alternativos 

para el crecimiento celular y síntesis de 

lípidos, dado que uno de los principales 

factores que afecta el costo de producción 

es el medio nutritivo necesario para el 

cultivo de las células, el cual 
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generalmente representa entre el 60-75% 

del costo total (Subramaniam et al. 2010). 

En este sentido, uno de los ejes del 

presente trabajo fue estudiar y optimizar 

la utilización de diferentes residuos 

agroindustriales generados en nuestro 

país como sustratos para el crecimiento y 

producción de lípidos en diferentes 

especies del género Rhodoccocus, con el 

objetivo de seleccionar tanto los residuos 

como las cepas bacterianas más 

apropiados para futuros escalados del 

proceso, y encontrar las mejores 

combinaciones “cepa/residuo”. 

Por otro lado, se investigaron aspectos 

fisiológicos y la dotación genética de 

diferentes especies del género, 

relacionadas con el transporte y 

metabolismo de los principales 

componentes de los residuos 

agroindustriales utilizados para la 

producción de biomasa celular y TAG. 

Finalmente, se realizaron modificaciones 

genéticas en algunas cepas que 

permitieron mejorar la utilización de 

glicerol como única fuente de carbono y 

energía, y la producción de lípidos a 

partir de ese sustrato.  

En la primera etapa del estudio diferentes 

residuos agroindustriales (Fig. 1) entre 

los que se encuentran el suero lácteo 

(SL), el residuo de frutas (RF), el residuo 

de oliva (RO), el residuo orgánico 

domiciliario (ROD), la vinaza (Vza), el 

residuo de pescado (RP), los líquidos 

residuales (LR) y el glicerol (Gly) fueron 

optimizados para la preparación de 

medios de cultivo.  Se determinó la 

concentración de residuo (g/l) a utilizar, 

forma de cultivo (cultivo sumergidos o en 

fase sólida), así como diferentes técnicas 

para reducir la carga microbiana propia 

de los residuos. Los resultados muestran 

que no pueden establecerse 

generalizaciones y que cada material 

residual requiere de un 

acondicionamiento y optimización 

particular para su uso como medio para el 

cultivo de los microorganismos. 

Las cepas de Rhodococcus fueron 

cultivadas a 28 °C en los medios 

preparados a partir de los residuos, 

determinando los rendimientos de 

biomasa y TAG producidos en fase 

estacionaria. 

El residuo de la elaboración de jugos de  

fruta (RF), el suero lácteo (SL), el residuo 

de la elaboración de aceite de oliva (RO) 

y el  glicerol (Gly), resultaron los 

sustratos más apropiados, ya que  a partir 

de los  mismos se obtuvieron altos 

valores de producción de biomasa celular 

(4,3 a 6,4 g/L) y porcentajes de 

acumulación de lípidos entre 38-84% 

(PSC). La combinación de elevados 

valores de biomasa celular y acumulación 

de TAG determinaron valores de 

producción de lípidos de 1,8 a 3,5 g/L.  
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Para el resto de los residuos (RP, LR, 

ROD y Vza) se obtuvieron bajos 

rendimientos de biomasa y/o TAG que 

limitan su aplicación en un proceso 

biotecnológico. 

El análisis químico de los residuos 

orgánicos elegidos muestra altos valores 

de DQO (indicativo de altos contenidos 

de materia orgánica disponible) y una 

elevada relación C/N, lo cual genera las 

condiciones adecuadas para el 

crecimiento y la producción de lípidos 

bacterianos.  

Las cepas estudiadas pertenecientes a 

diferentes especies del género mostraron 

un comportamiento heterogéneo en 

cuanto a su capacidad de utilizar los 

residuos y convertirlos en TAG. Las 

especies R. opacus, R. wratislaviensis y 

R. jostii resultaron las más eficientes en la 

utilización de RF y RO para el 

crecimiento y síntesis de TAG; R. opacus 

y R. wratislaviensis para el SL, mientras 

que las especies R. fascians y R. 

erythropolis fueron las más eficientes en 

la utilización del glicerol como sustrato 

para el crecimiento y producción de 

lípidos. 

Un exhaustivo análisis bioinformático 

utilizando las base de datos Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG), National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), 

Rapid Annotation using Subsystem 

Technology (RAST), Universal Protein 

Database (UniProt) permitió clarificar los 

transportadores y rutas que estarían 

involucrados en el catabolismo de los 

principales azúcares presentes en los 

residuos (glucosa, fructosa, sacarosa, 

lactosa y galactosa) así como del glicerol 

en el género Rhodococcus (aspecto que 

hasta el momento no había sido 

reportado). Dicho análisis reveló además 

diferencias importantes en la dotación 

génica entre las diferentes especies 

estudiadas y una correlación respecto al 

comportamiento observado frente a estos 

carbohidratos y a los residuos. Las 

especies R. opacus, R. wratislaviensis y 

R. jostii poseen una dotación génica más 

completa para el catabolismo de 

gluconato, glucosa, fructosa y sacarosa, 

que incluyen el conjunto de 

genes/proteínas necesarias para el 

transporte, reacciones específicas de 

degradación y asimilación de estos 

sustratos, y una mayor redundancia de 

genes del metabolismo central (vía de 

Entner-Doudoroff y vía de las pentosas 

fosfato) en comparación con R. 

erythropolis, R. fascians y R. equi. Esto 

explicaría la mayor eficiencia de los 

miembros de estas especies para crecer y 

producir TAG a partir de gluconato, 

glucosa, fructosa y sacarosa, así como 

también a partir de RF, el cual es rico en 

estos azúcares. 
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El análisis de genómica comparativa 

entre las especies investigadas reveló que 

R. opacus y R. wratislaviensis poseen los 

genes necesarios para el transporte y 

catabolismo de la lactosa y galactosa 

(principales componentes del SL), tales 

como el sistema de transporte 

(LacEFGK), la β-galactosidasa (LacB), la 

α-galactosidasa (lacA) y todas las 

enzimas de la vía de Leloir (GalK, GalU 

y GalE). En contraste, R. jostii RHA1, R. 

erythropolis PR4, R. fascians F7 y R. 

equi 103S poseen en sus genomas una 

pequeña región que incluye únicamente 

los genes galK y galT. La ausencia del 

transportador para lactosa y galactosa, así 

como de la enzima β-galactosidasa serían 

responsable de su incapacidad de crecer a 

partir de éstos azúcares, así como su baja 

eficiencia en la conversión de SL en 

biomasa y lípidos en comparación con R. 

opacus y R. wratislaviensis.  

Cuando se utilizó glicerol como única 

fuente de carbono y energía, las especies 

que mostraron mayor eficiencia para 

crecer y producir TAG fueron R. 

erythropolis y R. fascians, las cuales 

fueron capaces de acumular 

aproximadamente un 40% (PSC) de TAG 

luego de 6 días de incubación. Por otro 

lado, las especies R. opacus, R. 

wratislaviensis, R. jostii y R. equi 

mostraron una fase lag prolongada antes 

de iniciar el crecimiento a partir de 

glicerol, acumulando entre un 30-40% 

(PSC) de TAG luego de un período de 

cultivo de aproximadamente 17 días. El 

análisis genómico demostró que R. 

fascians F7 y R. erythropolis PR4 poseen 

una dotación genética diferente para el 

metabolismo del glicerol en comparación 

con R. opacus, R. wratislaviensis, R. 

jostii y R. equi. Mientras que R. 

erythropolis y R. fascians, poseen un 

clúster que contiene los genes que 

codifican para la proteína facilitadora del 

transporte de glicerol (GlpF), la enzima 

glicerol quinasa (GlpK) y la glicerol 3-

fosfato deshidrogenasa (GlpD) 

(designado como glpFK1D1), las otras 

especies poseen un clúster integrado 

solamente por glpK y glpD (designado 

como glpK2D2). Por otro lado, también 

se detectaron algunas diferencias 

estructurales y filogénicas entre los genes 

del metabolismo del glicerol en las 

especies investigadas.  

En el presente trabajo se encontraron tres 

cepas pertenecientes a la especie R. jostii 

(cepas 006, 016 y G212) que fueron 

incapaces de crecer durante el cultivo con 

glicerol como única fuente de carbono y 

energía. La expresión heteróloga del gen 

glpK de R. opacus PD630 (pJAM2-

glpK2PD630) permitió el crecimiento de las 

tres cepas a partir de glicerol, sugiriendo 

que la causa del fenotipo glicerol-

negativo se debe a algún defecto en la 
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expresión o en la estructura de glpK en 

esos microorganismos.  

En otro ensayo realizado en este trabajo, 

se mejoró el crecimiento y la producción 

de TAG en R. opacus PD630 mediante la 

expresión heteróloga de los genes glpK y 

glpD de R. fascians F7 (pTip-

QC2/glpK1D1F7). La modificación 

genética generó un incremento de 

aproximadamente 10% en la producción 

de TAG comparado con la cepa control 

(PD630-pTiP-QC2) y una reducción 

considerable del tiempo (de 

aproximadamente 10 días) necesario para 

alcanzar los máximos rendimientos de 

biomasa celular (4,4 g/L) y lípidos (41% 

PSC, 1,8 g/L).  

Los resultados de ésta tesis mostraron la 

gran diversidad catabólica que existe 

entre especies del género Rhodococcus y 

las bases genómicas relacionadas con 

estas diferencias,  identificando los 

principales transportadores, enzimas y 

vías metabólicas que estarían 

involucrados en la utilización de algunos 

carbohidratos y del glicerol.  

En su conjunto, los resultados 

permitieron encontrar las especies/cepas 

del género Rhodococcus más eficientes 

para la producción de biomasa celular y 

TAG a partir de tres residuos 

agroindustriales y glicerol. El análisis 

integrado de los resultados fisiológicos y 

de genómica comparativa permitió 

aportar un fundamento para explicar el 

comportamiento de cada especie con cada 

uno de los sustratos investigados. A su 

vez, se demostró que las manipulaciones 

genéticas de las vías catabólicas de los 

sustratos (en este caso del glicerol), 

permiten mejorar el proceso de 

producción de TAG en estas 

actinobacterias.  

Por último, este trabajo ha permitido 

poner en valor a dos cepas autóctonas de 

la Patagonia, R. fascians F7 y R. 

wratislaviensis V (identificada en este 

trabajo), las cuales poseen un gran 

potencial para el escalado y eventual 

aplicación biotecnológica para la 

conversión de residuos agroindustriales 

en aceites de interés para la industria.  
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Resumen 

En la actualidad a nivel mundial existe una 

demanda creciente por nuevos recursos 

energéticos, basados en procesos de producción 

sustentables y de bajo impacto ambiental, como 

por ejemplo la bioenergía proveniente de los 

biocombustibles. A diferencia de los 

combustibles tradicionales que provienen de la 

energía almacenada en los restos fósiles, los 

biocombustibles provienen de la biomasa 

o  materia orgánica contenida en todos los seres 

vivos. Argentina es uno de los principales 

productores mundiales de biocombustibles 

(biodiesel), producidos principalmente a partir 

de fuentes vegetales como la soja. La 

utilización de estos cultivos para la producción 

de biocombustibles ha generado controversias 

de tipo éticas por la importancia de estos 

recursos como base de alimentación para los 

seres humanos y por la necesidad de disponer 

de enormes extensiones de suelo para poder 

satisfacer las demandas de los mercados, lo cual 

promueve la desforestación de bosques, entre 

otros efectos nocivos para el ambiente. Por tales 

razones, ha surgido en el último tiempo el 

interés de explorar nuevas fuentes biológicas de 

lípidos para su utilización en la producción de 

biocombustibles y productos derivados. En este 

sentido, los aceites (triacilglicéridos, TAG) 

producidos por bacterias y otros 

microorganismos, podrían ser potencialmente 

utilizados para procesos productivos de 

biocombustibles, oleoquímicos y derivados.   

Las bacterias del género Rhodococcus poseen la 

capacidad de sintetizar y acumular cantidades 

significativas de TAG a partir de diferentes 

fuentes de carbono y energía. A fin de explorar 

el potencial de estas bacterias como fuentes de 

lípidos para eventuales procesos de producción 

de biocombustibles o compuestos derivados, se 
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considera necesario profundizar en el 

conocimiento y entendimiento de los procesos 

básicos de la producción de lípidos en estos 

microorganismos.  

Uno de los aspectos abordados en ésta tesis 

doctoral fue el análisis de la capacidad de 

diferentes especies del género para liberar TAG 

al medio extracelular, considerando que la 

recuperación de los lípidos directamente del 

medio de cultivo en un eventual proceso 

industrial podría reducir significativamente los 

costos de producción. En este trabajo se 

demostró que todas las cepas investigadas 

fueron capaces de liberar TAG al medio 

extracelular, aunque su producción no fue 

cuantitativamente importante (< de 4% en peso 

seco celular, psc) comparada con la 

acumulación de TAG en el medio intracelular, 

sobre todo en el caso de las cepas oleaginosas 

(bacterias con la capacidad de alcanzar 

contenidos de TAG superiores al 20% en psc). 

Los resultados obtenidos demostraron además 

que estos lípidos extracelulares no provienen de 

la lisis de las células, sino que existiría un 

mecanismo selectivo de excreción de TAG, aún 

desconocido, conteniendo altas proporciones de 

ácidos grasos saturados en su estructura. La 

baja producción de lípidos extracelulares en 

estas bacterias sugiere que éste proceso de 

liberación de lípidos al medio debería ser 

mejorado para poder ser considerado en un 

potencial proceso biotecnológico.           

Por otro lado, en trabajos anteriores se ha 

obtenido cierta evidencia de que la capacidad 

de producir y acumular grandes cantidades de 

TAG por parte de las bacterias del género 

Rhodococcus demanda la participación de una 

amplia diversidad y funcionalidad de 

genes/proteínas diferentes, incluyendo enzimas, 

transportadores, reguladores, etc. Además, se ha 

sugerido el funcionamiento de procesos 

celulares contrapuestos en forma simultánea 

durante la acumulación de los TAG, como los 

procesos de lipogénesis y lipólisis. Por estos 

motivos, y a fin de abordar aspectos de la 

acumulación de TAG en estas bacterias aún 

desconocidos, en el presente trabajo se realizó 

un análisis detallado de los genomas en seis 

especies del género sobre la dotación de genes 

involucrados en la hidrólisis de los TAG y los 

fosfolípidos. Los análisis bioinformáticos 

realizados permitieron hacer una reconstrucción 

del catabolismo de los lípidos y en estas 

bacterias confirmaron que la maquinaria de 

hidrólisis de lípidos está integrada por 

numerosos genes que codifican para enzimas 

lipasas, esterasas, fosfolipasas, enzimas de la 

oxidación de ácidos grasos y del ciclo del 

glioxilato. Los genes que codifican para lipasas 

y esterasas putativas fueron muy abundantes 

especialmente en las cepas oleaginosas del 

género, tales como R. opacus y R. jostii. Esta 

situación redujo la posibilidad de manipulación 

del proceso de hidrólisis de TAG mediante 
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estrategias de ingeniería genética para mejorar 

la productividad de los lípidos. Además de los 

genes de la hidrólisis de lípidos, se realizó una 

búsqueda en el genoma de R. jostii RHA1 de 

genes que pudieran codificar para proteínas 

transportadoras de lípidos, ya que estos también 

podrían estar formando parte de la compleja red 

celular involucrada en la dinámica del 

metabolismo de lípidos en estos 

microorganismos. En este trabajo se identificó 

y caracterizó in vivo un gen (ro05645) que 

codifica para una proteína transportadora del 

tipo ABC, que funciona como un importador de 

ácidos grasos, participando probablemente de la 

distribución de ácidos grasos a las diferentes 

rutas metabólicas de lípidos, como por ejemplo 

la síntesis de TAG, entre otras. El clonado y 

sobreexpresión de RO05645 en la cepa RHA1 

promovió un incremento de aproximadamente 

tres veces del contenido de TAG intracelular y 

de seis veces la producción de biomasa celular, 

durante el cultivo de las células con ácidos 

grasos como única fuente de carbono y energía. 

El aumento en el rendimiento de la producción 

de lípidos a través de la modificación de la 

expresión del gen ro05645, también pudo ser 

reproducido durante el cultivo de las células 

con un residuo agroindustrial real con alto 

contenido en ácidos grasos, como es el residuo 

proveniente de la elaboración de aceite de oliva, 

lo cual demuestra que el gen identificado 

constituye una interesante herramienta 

molecular para la mejora del proceso de 

producción de TAG en estas bacterias. 

Por último, en el presente trabajo se enfocaron 

los estudios en otro de los genes que podría 

participar del metabolismo de lípidos en la cepa 

R. jostii RHA1, y cuya manipulación de su 

expresión podría tener un efecto sobre la 

producción de TAG. Por ésta razón, se realizó 

la identificación y el estudio del gen ro02476 

que codifica para una enzima fosfolipasa C 

putativa en la cepa RHA1. La manipulación de 

la expresión de este gen promovió una 

modificación en la proporción de las diferentes 

fracciones de los lípidos neutros, como por 

ejemplo el incremento de la fracción de DAG. 

La fracción de TAG se incrementó 

principalmente cuando se co-expresaron los 

genes ro02476 y atf2 (que codifica para una 

enzima diacilglicerol aciltransferasa; DGAT, en 

la cepa R. opacus PD630), sugiriendo una 

acción complementaria entre ambas enzimas, la 

primera suministrando DAG para la síntesis de 

TAG por medio de la enzima DGAT.  

El desarrollo del presente trabajo permitió 

contribuir al conocimiento general de la 

producción de lípidos por medio de bacterias 

del género Rhodococcus, realizando aportes 

particulares sobre la producción de TAG 

extracelulares y sobre la conformación de las 

rutas catabólicas de lípidos y sus componentes 

en diferentes especies del género. Estos 

resultados han servido de base para la 
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caracterización de genes específicos 

relacionados con estos procesos en el marco de 

la presente tesis y servirán para los trabajos 

futuros en la temática. Por otro lado, se han 

identificado y caracterizado funcionalmente (in 

vivo) dos genes involucrados en la homeostasis 

y el metabolismo de lípidos en la cepa RHA1. 

Ambos genes se han utilizado en el presente 

trabajo, como herramientas de manipulación 

genética del sistema estudiado  para la mejora 

del proceso de producción de TAG en estas 

bacterias. La tesis ha permitido generar 

conocimientos básicos originales en la temática 

y también conocimientos aplicables a procesos 

tecnológicos futuros.    
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Resumen 

En Argentina, las Asteraceae representan una 

de las familias más numerosas con 227 

géneros y 1400 especies. El mayor número de 

especies nativas se da en las provincias 

fitogeográficas Altoandina y Patagónica. En 

la provincia de Santa Cruz representan el 25 

% de las especies.  

La especie objeto de estudio en esta tesis 

doctoral, Chiliotrichum diffusum (G. Forst.) 

Kuntze (Asteraceae), “mata negra”, “kòor” 

(en lengua shélknam u ona), es autóctona de 

Santa Cruz, habiéndose efectuado la 

colección en la Localidad de 28 de 

Noviembre, en donde forma estepas 

arbustivas en suelos fértiles. Ha sido utilizada 

como muchas otras Asteraceae, en medicina 

tradicional. Los pueblos onas mencionaban la 

importancia de sus flores “para aclarar la 

vista”. Nativos de Chile han descripto 

también su uso para mejorar la memoria, 

tratar dolores de cabeza, calambres y várices.  

Teniendo en cuenta que esta especie forma 

parte de la rica biodiversidad del sur de 

nuestro país, su importancia etnomédica, y 

que no existían antecedentes en literatura 
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respecto al conocimiento integral de la planta, 

los objetivos principales de este trabajo de 

tesis comprendieron su caracterización 

farmacognóstica y farmacológica y sus 

posibles relaciones con su uso tradicional de 

diferentes extractos de esta especie vegetal. 

A partir de los objetivos propuestos, en la 

tesis se desarrollaron siguientes temas:  

Una revisión taxonómica del taxón Plantae, 

destacando a las espermatofitas, en particular 

a las angiospermas y a las Asteraceae, familia 

en donde se ubica Chiliotrichum diffusum, 

como así también al Género y especie, 

priorizando caracteres botánicos y 

distribución geográfica. 

Una síntesis de aspectos históricos de las 

plantas medicinales y su importancia en 

Salud, abordaje etnofarmacológico como 

estrategia para la investigación de las plantas 

medicinales. 

Una recopilación de antecedentes 

fitoquímicos de los productos del 

metabolismo de las plantas y de actividades 

farmacológicas in vitro e in vivo 

fundamentalmente de compuestos fenólicos, 

fenoles simples, flavonoides, antocianos y 

taninos, como así también ejemplos de 

especies de las Asteraceae que biosintetizan 

estos grupos de metabolitos.  

El material vegetal (partes aéreas totales y 

flores) fue colectado e identificado 

taxonómicamente como HRP N° 5305; un 

ejemplar fue depositado en el Herbario 

Regional Patagónico de la Facultad de 

Ciencias Naturales (UNPSJB). El material fue 

secado a temperatura ambiente, bajo techo y 

al abrigo de la luz y reducido a polvo. A partir 

del material constituido por las partes aéreas 

totales en polvo, se realizó una extracción 

exhaustiva con etanol de 96° (HOL). El 

screening general destacó la presencia de 

compuestos polares. Tal como sucede con 

otras Asteraceae de Argentina, flavonoides, 

hidratos de carbono, proteínas, derivados de 

antraquinonas y esteroides son biosintetizados 

en las partes aéreas de C. diffusum. Además 

se detectaron cianoglicósidos, por lo que 

teniendo en cuenta la toxicidad que pueden 

generar tales sustancias, ese resultado fue 

también considerado al momento de decidir 

con que tipo de extractos profundizar el 

estudio durante el desarrollo de la tesis. 

Los flavonoides resultaron destacables, por lo 

que, teniendo en cuenta la importancia de 

estas sustancias desde el punto de vista 

farmacológico, se definió un fraccionamiento 

de HOL que permitiera obtener fracciones 

enriquecidas en ese grupo químico. Así, se 

destacaron en acetato de etilo, etanol y agua 

(AE-HOL, ET-HOL y W-HOL), aunque 

también se detectaron en éter etílico en escasa 

proporción. Teniendo en cuenta los 

metabolitos caracterizados y los usos 

tradicionales de la especie, se profundizó el 

análisis de las flores a partir de un extracto 

acuoso que se obtuvo por decocción (DF). 

Este tipo de extracción constituye una de las 

formas de preparación usadas por la 
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comunidad y posibilita una vehiculización 

adecuada para estudios farmacológicos in 

vivo. 

La separación y caracterización de los 

principales flavonoides y ácidos fenólicos se 

realizó mediante la aplicación de distintos 

sistemas cromatográficos planares a escala 

analítica (bi y monodimensional) y 

preparativa, como así también cromatografía 

liquida de alta precisión utilizando un detector 

de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Los 

principales productos fueron caracterizados 

por espectrofotometría UV-Vis.  

Se caracterizaron como principales grupos las 

flavonas y los flavonoles, particularmente 

derivados mono y diglicosilados en posición 

7, además de algunos en 3. En las fracciónes 

se evidencíaron: la vitexina y un derivado 

metilado de la quercetina, derivado 

glicosilado del kaempferol y apigenina-7-O-

glucósido, dihidroflavonoles hidroxilados en 

4´, flavonas 7-O-monoglicosiladas e 

isoflavonas-7-O-monoglicosiladas, flavonoles 

hidroxilados en 4´, flavonas 7-O-

monoglicosiladas y con OH en 4´, flavonas 7-

O-diglicosiladas con OH en 4´ y flavonoles 7-

O-diglicosilados con OH en 4´. Resultó 

destacable la presencia de gosipina, 

herbacetina-8-metiléter e isoramnetina, 

sustancias que por no ser de las más 

representativas en las Asteraceae, aportan un 

dato interesante a la caracterización química 

del género Chiliotrichum. 

En DF (decocto de las flores) se determinó, 

previo tratamiento en medio ácido y calor, la 

presencia de taninos hidrolizables de tipo 

galotaninos en virtud de que contenía acido 

gálico, y de otros polifenoles. Se detectaron 

flavonoles y cianidinas, destacándose 3,7,4´-

trihidroxiflavilio, apigeninidina y 

pelargonidina, ácido cafeico, ácido 

clorogénico, quercetina-3-O-β-D-galactósido 

(hiperósido), quercetina-3-O-β-D-glucósido 

(isoquercitrina), quercetina-3-O-β-D-

ramnósido (quercitrina), kaempferol-3-O-α-L-

ramnósido (afzelina), quercetina, apigenina y 

kaempferol.  

A partir de tales resultados se diseñó un 

fraccionamiento de DF, obteniendo las 

fracciones de diclorometano (DM-DF), 

acetato de etilo (AE-DF) y acuosa final 

(faqfdf). De estas  fracciones se separaron 

apigenina y una flavona-CH3-éter, miricetina, 

kaempferol, ramnocitrina, mirecitina-3-O-

arabinósido y kaempferol-3-O-galactósido; 

además se separó pirogalol, ácidos fenólicos 

(clorogénico y cafeico), flavonoles 

(hiperósido, isoquercetina, quercitrina, 

miricetina, quercetina, kaempferol, 

kaempferol-6-O-metiléter-7-O-glucósido y un 

derivado trisulfatado), quercetagetina (libre y 

7-O-glucosilada) y apigenina. Una de las 

sustancias separadas mediante cromatografía 

planar preparativa y analizada por 
1
H-RMN, 

evidenció señales correspondientes a la 

apigenina-7-O-glucósido. 
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Tras el análisis de hidratos de carbono en la 

fracción acuosa final hidrolizada se 

identificaron fundamentalmente galactosa, 

glucosa y xilosa (en otro sistema además se 

observaron restos de arabinosa y ramnosa. El 

contenido de fenoles totales fue de un 7,3 % 

expresado como ácido gálico; los flavonoides 

representaron un 2,3 % expresados como 

rutina, mientras que los hidratos de carbono 

resultaron del 38,6 % expresados como 

ramnosa y del 27, 0 % expresados, como 

galactosa. 

Los estudios de actividad in vitro 

comprendieron la determinación de 

citotoxidad (bioensayo de la Artemia salina, 

BST) en el que se evidenció un marcado 

efecto de HOL. Se evaluó el efecto sobre la 

elongación de raíces de semillas de trigo para 

evaluar una probable actividad antitumoral 

demostrando un efecto importante en las 

muestras de DF y (faqfdf).  

Sólo HOL a la concentración de 250 µg/ml 

mostró actividad moderada frente a 

Sthaphylococcus aureus. La actividad 

antioxidante se evaluó en las diferentes 

fracciones del extracto hidroalcohólico (EE-

HOL, AE-HOL, W-HOL) y del decocto de las 

flores (DM-DF, AE-DF, faqfdf) el mayor 

efecto secuestrante de radicales libres 

correspondió a las de éter etílico y de acetato 

de etilo de HOL, con 87 y 91 % de inhibición 

y SC50 de 5,2 y 3,5 µg/ml, respectivamente. 

La actividad antioxidante de las fracciones 

procedentes del extracto hidroalcohólico de 

las partes aéreas totales y de aquellas 

obtenidas a partir del decocto de las flores de 

C. diffusum se debería, al menos en parte, a la 

presencia de quercetina, isoramnetina, 

kaempferol, apigenina libre, acompañados de 

derivados monoglicosilados (en C-7) de la 

apigenina y del kampferol. También se 

destacó esta actividad en DF y en faqfdf, 

pudiendo ser responsables la miricetina, 

quercetina y quercetagetina identificados en 

esta fracción, además de los taninos en DF. 

Las actividades farmacológicas in vivo 

evaluadas fueron vascular, analgésica y 

antiinflamatoria, teniendo en cuenta sobre 

todo los principales metabolitos evidenciados 

en el estudio fitoquímico. 

Los ensayos in vivo se efectuaron siguiendo 

las normativas internacionales y locales 

concernientes al cuidado y uso de animales de 

laboratorio.  

La evaluación de la actividad vascular se 

realizó en el extracto HOL, DF y fracción 

acuosa (faqfdf) se obtuvo un efecto 

hipotensor debido posiblemente, al menos en 

parte, a los compuestos de naturaleza 

flavonoide, antocianos y taninos Así mismo 

todos mostraron un patrón semejante, esto es 

en todos los casos la actividad se debió a un 

mecanismo dual β-adrenérgico y muscarínico.  

Se demostró que el decocto de las flores (DF) 

y faqfdf posee actividad antinociceptiva. El 

extracto demostró también poseer actividad 

antiinflamatoria mediante el test del edema de 

pata producido por carragenina.  
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En ambas muestras se evidenciaron estas 

actividades por un mecanismo posible de 

inhibición no selectiva de la ciclooxigenasa, 

diferenciándose en DF una actividad 

analgésica central mediada por un posible 

mecanismo opioide. La quercetina y sus 

derivados hiperósido e isoquercetina, así 

como los ácidos clorogénico y cafeico, han 

demostrado poseer dichas actividades; 

apigenina y kaempferol han exhibido en 

modelos in vitro e in vivo, actividades 

relacionadas con la respuesta inflamatoria, los 

cuales fueron representativos en los análisis 

químicos de los extractos de C. diffusum.  

Los resultados alcanzados en el estudio 

fitoquímico de las flores de C. diffusum, 

sumado a los obtenidos en las partes aéreas 

totales, constituyen un aporte novedoso al 

conocimiento farmacognóstico de la especie. 

A la vez, guardan relación con las 

propiedades medicinales de la planta.  

El desarrollo de este trabajo de tesis originó 

publicaciones en revistas periódicas 

nacionales e internacionales con referato, así 

como presentaciones en numerosos eventos 

científicos. Se presentan trabajos publicados 

destacados: 

Alcalde, S; Taira, C; Córdoba, OL; Flores, 

ML, “Contribución al conocimiento 

farmacognóstico de Chiliotrichum diffusum 

(Asteraceae)”. Naturalia Patagónica, 4 (1): 

37-45, 2008.  

Alcalde, SM; Taira, C; Höcht, C, Córdoba, O; 

Flores, ML, “Fitoquímica y bioactividad de 

Chiliotrichum diffusum (Asteraceae) una 

Especie Nativa de La Patagonia Andina”. 

Latin American Journal of Pharmacy, 29 (2): 

284-288, 2010.  

Alcalde Bahamonde, SM; Córdoba, OL; 

Gorzalczany, S; Höcht, C; Taira, C; Flores, 

ML, “Propiedades farmacológicas de la 

especie medicinal patagónica Chiliotrichum 

diffusum (G. Forst.) Kuntze (Asteraceae)”. 

Revista de Fitoterapia, 12 (S1), 146, 2012. 

Alcalde Bahamonde, SM; Flores, ML; 

Córdoba, OL; Taira, CA; Gorzalczany, S, 

“Antinociceptive and anti-inflammatory 

activities of an aqueous extract of 

Chiliotrichum diffusum”. Brazilian Journal of 

Pharmacognosy, 23, (4): 699-705, 2013. 


