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Evaluacion de la actividad mutagénica del extracto acuoso de Baccharis trimera (Less)
(Jaguarete ka'a) en Drosophila melanogaster mediante el test SMART. Baccharis trimera es
una hierba medicinal perteneciente a la familia Asteraceae con alto contenido de flavonoides, a las
que se les atribuye sus capacidades antiinflamatorias y antioxidantes principalmente. Por otra
parte, se ha visto que algunas especies de Baccharis son potencialmente genotoxicas, y esto
podria deberse a ciertos metabolitos con capacidad pro-oxidantes presentes en la planta. El
objetivo de este estudio fue evaluar la actividad genotdxica a diferentes concentraciones del
extracto acuoso de la parte aérea de B. trimera empleando como organismo modelo Drosophila
melanogaster, para ello, se determin6 primeramente la dosis letal 50 (DLso) del extracto realizando
tratamientos a indi-viduos de la cepa silvestre Samarkand, siendo esta la concentracion de 35,91
mg.mL1 (P<0,05; r: 0,694). Posteriormente se seleccionaron las concentraciones de 30, 15, 7,5,
3,75y 1,87 mg.mL! para realizar tratamientos crénicos (72 horas) a individuos trans-heterocigotas
mwh+/+flr3, em-pleando como control agua destilada y como agente mutageno Uretano 0,178
mg.mL1. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el test estadistico de Kastenbaum-
Bowman a=3=0,05 (bi-nomial condicional), estos resultados evidenciaron que las concentraciones
de 1,87y 7,5 mg.mL™ presentaron un aumento significativo en la frecuencia de aparicion de clones
mutantes MSG (manchas simples grandes) y en el nimero total de clones, lo cual sugiere que el
extracto de B. trimera a estas concentraciones presentan una actividad potencialmente genotoxica
en D. melanogaster.
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Mutagenic activity evaluation of Baccharis trimera (Less) (Jaguarete ka'a) aqueous extract
in Drosophila melanogaster using the SMART test. Baccharis trimera is a medicinal herb
belonging to Asteraceae family with a high content of flavonoids, to which anti-inflammatory and
antioxidant capacities are mainly attributed. On the other hand, it has been seen that some species
of Baccharis are potentially genotoxic, and this could be due to certain metabolites with pro-oxidant
capacity present in the plant. The objective of this study was to evaluate the genotoxic activity at
different concentrations of aqueous extract from aerial part of B. trimera using Drosophila
melanogaster as model organism, for this, the lethal dose 50 (LDso) of the extract was first
determined in individuals of wild type strain Samarkand, LDso concentration was 35.91 mg.mL™*
(P<0.05; r: 0.694). Subsequently, concentrations of 30, 15, 7.5, 3.75 and 1.87 mg.mL! were
selected to perform chronic treatments (72 hours) to trans-heterozygous individuals mwh+/+flr3,
using distilled water as control and Urethane 0.178 mg.mL-! as mutagenic agent. Data obtained
were analyzed using Kastenbaum-Bowman test a==0.05, these results showed that the
concentrations of 1.87 and 7.5 mg.mL! presented a significant increase in the frequency of
appearance of LSS (large single spots) mutant clones and in the total number (TM) of clones, which
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suggests that B. trimera extract at these concentrations has a potentially genotoxic activity in D.

melanogaster.
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INTRODUCCION

B. trimera es una hierba nativa de la
familia Asteraceae, conocida comunmente
como Jaguarete ka’a o carqueja, se distri-
buye ampliamente en la region oriental del
pais, como también en otros paises de la re-
gion. Generalmente se ingiere la parte aé-
rea de la planta como remedio caliente en
infusiones o decoccion para tratar afeccio-
nes digestivas por sus propiedades como
diurético, tonico amargo, y también como
preventivo de embarazo y abortivo (Soria
& Ramos, 2015).

La composicion fitoquimica de la plan-
ta consta de flavonoides, diterpenos, sapo-
ninas y aceite esencial, predominando el
contenido de flavonoides a las que se les
atribuye las propiedades farmacologicas de
dicha hierba (De Andrade et al., 2004;
Reiter etal., 2001). Existe evidencia de que
algunas especies del género Baccharis pre-
sentan potencial genotdxico en estudios
realizados en roedores; ademas en su com-
posicion de flavonoides se encuentran la
apigenina y la quercetina, identificadas con
actividad prooxidante segun estudios in
vitro, los cuales sugieren un potencial ge-
notoxico de dichos flavonoides (Aguilar et
al., 2010; Pérez Trueba, 2003; Rodriguez
et al., 2009; Soicke & Leng-Peschlow,
1987).

El consumo de hierbas medicinales na-
tivas en forma de té, mate o terere forma
parte de la cultura paraguaya, con la finali-
dad de prevenir o tratar ciertas afecciones.
En el pais, la demanda de hierbas medici-
nales ha ido en aumento, y segun estima-
ciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el 80% de la poblaciéon mun-

dial utiliza la medicina tradicional herbola-
ria para la atencion primaria de la salud
(APS); por ello fue creado el programa de
Medicina Tradicional de la OMS, donde
instan a los paises en general a la practica
de la medicina natural y tradicional, apo-
yando las investigaciones, de modo a que
las hierbas medicinales formen parte de
programas de APS (Chifa, 2010; Fogel et
al., 2016; Marinoff, et al., 2009; Soria &
Ramos, 2015).

El consumo de forma cronica o en gran-
des cantidades de hierbas puede producir
intoxicaciones hasta el grado de letalidad;
dicha situacion se da principalmente por el
desconocimiento debido a escasos estudios
cientificos que avalen sus propiedades cu-
rativas, que revelen su toxicidad o efectos
colaterales (De Pardo Ghetti et al., 2009;
Enriquez et al., 2018). Las sustancias co-
mercializadas con fines terapéuticos deben
atravesar rigurosos controles, para garanti-
zar su seguridad; los estudios de genotoxi-
cidad forman parte del perfil toxicologico
a los que deben ser sometidos, a modo de
evaluar el riesgo sobre el beneficio obteni-
do ante el consumo de hierbas utilizadas en
la medicina tradicional (Carballo et al.,
2005; Dearfield, 1995).

La importancia del estudio de las hier-
bas utilizadas en medicina tradicional y su
efecto sobre el material genético (ADN), es
debido al contenido de sustancias poten-
cialmente genotoxicas, entre las cuales se
encuentra la B. trimera tradicionalmente
utilizada. En este estudio, partiendo de los
antecedentes mencionados, se propuso
evaluar el potencial mutagénico del
extracto de B. trimera empleando para ello
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como organismo modelo la mosca de fruta
(D. melanogaster) aplicando el ensayo de
Mutaciéon y Recombinacion Somatica
(SMART).

MATERIALES Y METODOS

Material estudiado

Baccharis trimera (Less).: Paraguay.
Vivero de plantas medicinales del Jardin
Botanico y Zooldgico de Asuncion
(JBZA), Depto. Central; 25°14'56"S -
57°34'23" W. Material de herbario medi-
cinal testigo: G. Gonzalez 319 (JBZA),
referencia de coleccion viva: JBZA 113.

Preparacion del extracto acuoso de la
parte aérea de B. trimera

El proceso de secado de la hierba colec-
tada fue de 15 dias, en ausencia de corrien-
te de aire a temperatura ambiente (25+2°
C), evitando el contacto directo con el sol
(Hostettmann et al., 2008). Una vez seca se
procedid a la molienda con la utilizacion de
un molino manual, hasta la obtencion de
particulas pulverizadas uniformes.

Se preparo la infusion para la obtencion
del extracto acuoso liofilizado, agregando
50 gramos del triturado de B. trimera, en
500 mL de agua destilada en su punto de
ebullicion, el hervor de la mezcla se realizo
durante cinco minutos y posteriormente la
infusion fue filtrada con el uso de un equi-
po filtrador; por tultimo, el producto fue
congelado a -120°C en un ultracongelador,
para el proceso de liofilizacion. Se obtuvo
2,44 gramos del extracto liofilizado, con un
rendimiento del 4,88 % (p/p).

Determinacion de la DLso en Drosophila
melanogaster

Se evaluaron cinco concentraciones 60
mg.mL!, 30 mgmL"!, 15 mgmL"', 7,5

mg.mL"'y 3,7 mgmL"'y se utilizaron 100
larvas de tercer estadio de la cepa pura sil-
vestre Samarkand por concentracion; las
mismas fueron depositadas en frascos de
vidrio conteniendo el medio de cultivo ela-
borado con puré de papa instantineo
Knorr® rehidratado con 5 mL del extracto
acuoso a las concentraciones de estudio.
Las larvas fueron sometidas a exposicion
cronica por 72 horas de exposicion, hasta
la eclosion y conteo de imagos (Miyazawa
etal., 2003).

Bioensayo SMART para evaluacion de
actividad genotoxica

La obtencion de las larvas de interés pa-
ra el estudio se realizé mediante la cruza
estandar de hembras virgenes de la cepa
flr3/In (3LR)TMS3, ri ppsep 1(3)89Aa bx34e
y BdS con machos homocigotas de la cepa
mwh/mwh, para la evaluacion de la activi-
dad de probables genotoxinas de accion di-
recta que pudieran encontrarse en la mues-
tra vegetal evaluada. La obtencion de las
hembras virgenes se realizo6 en cultivo con-
vencional (42 gramos de harina de maiz, 6
gramos agar-agar, 28 gramos de sacarosa,
25,6 gramos de levadura, 500 mL de agua
destilada, 2 mL de acido propionico-acido
ortofosforico (1:1) y 2 mL de solucion de
nipagin al 10%). La cruza se llevo a cabo
en medio ovopositor (Graf et al., 1984), en
una proporcion 2:1 (hembras: machos),
obteniéndose larvas trans-heterocigotas
mwh-+/+flr? las cuales poseen los genes re-
cesivos mwh y flr® (Graf et al., 1984).

El ensayo se realiz6 empleando cinco
concentraciones del extracto B. trimera
(30, 15, 7,5, 3,7 y 1,9 mgmL"), se
extrajeron 700 larvas de tercer estadio
obtenidas a las 72 horas luego de la puesta;
se usaron 100 larvas para cada tratamiento
con las concentraciones mencionadas, para
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ello se empled medio de puré de papa
Knorr® rehidratado con 5 mL de cada
concentracion (Marin et al., 2019). Como
control del ensayo se realizaron en las
mismas condiciones empleando agua
destilada y como agente mutageno Uretano
0,178 mg.mL"!.

Posteriormente, se realizé la identifica-
ci6n de clones mutantes, diferenciando los
fenotipos pilosos de las alas. Los clones del
tipo mancha simple pequefia (MSP) fIr® o
mwh presentan una o dos células alteradas
con tricomas pilosos anormales, los clones
del tipo mancha simple grande (MSG) fIr®
o mwh presentan mas de 2 células alteradas
pudiendo alcanzar grandes regiones dentro
de las alas y los clones del tipo mancha ge-
mela (MG) flr>-mwh presentan regiones en
donde ambos fenotipos mutantes se en-
cuentran cercanas entre si (Graf et al.,
1984; Romero Jiménez, 2013).

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos en el ensayo de de-
terminacion de la DLso fueron analizados
mediante test Probit, test de Chi-cuadrado
y un analisis de regresion a modo de deter-
minar la ecuacion de la recta de los resul-
tados obtenidos, todo esto para determinar
la concentracion letal 50 (Finney, 1952).

Los datos obtenidos en el ensayo
SMART fueron analizadas mediante tablas
estadisticas de acuerdo con Frei y Wiirgler
(1988) que corresponde a un modelo esta-
distico Binomial Condicional (Test de
Kastenbaum-Bowman) a=p=0,05 (Frei &
Wiirgler, 1988; Kastenbaum & Bowman,
1970). Los graficos fueron realizados em-
pleando el software GraphPad Prism 6.00,
La Jolla California USA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el ensayo
de determinacion de la DLso con las con-
centraciones de 60 mg.mL"', 30 mg.mL",
15 mg.mL", 7,5 mg.mL", 3,85 mgmL'y
1,87 mg.mL"! del extracto acuoso de B. tri-
mera evidenciaron que la dosis sugerida
por el analisis probit en la que se induce al
50% de mortandad del total de los
individuos de D. melanogaster tratados, es
de 35,91 mg.mL! (P<0,05; R* 0,481, r:
0,694), por lo que los ensayos posteriores
fueron con concentraciones por debajo a
esta — Fig. 1.

En cuanto al ensayo SMART, se pudo
registrar la frecuencia de los diferentes ti-
pos de clones mutantes encontrados en las
alas de los individuos de D. melanogaster
tratados con las diferentes concentraciones
del extracto de B. trimera. Los individuos
expuestos al extracto a la concentracion de
1,87 mg.mL"!, presentaron 6 MSP y 3
MSG con frecuencias de aparicion de mu-
taciones de 0,15 y 0,30 respectivamente.
Los individuos tratados con la concentra-
cion de 3,75 mg.mL"! del extracto eviden-
ciaron 2 MSP y 2 MSG, ambas con fre-
cuencias de 0,10 respectivamente. Asi tam-
bién los individuos expuestos al extracto a
la concentracion de 7,5 mg.mL™"! registra-
ron 2 MSP, 8 MSG y 1 MG, con frecuen-
cias de aparicion de mutaciones de 0,10,
0,50y 0,005 respectivamente -Tabla 1, Fig.
2, Fig. 3.

Los individuos expuestos al extracto
acuoso a la concentracion de 15 mg.mL!
evidenciaron un total de 2 MSG, con una
frecuencia de 0,10. Por ltimo, en los indi-
viduos tratados con la concentracion del
extracto acuoso a 30 mg.mL™! se observd
solamente la presencia de 1 MSP con una
frecuencia de 0,05. En el caso del agente
mutigeno Uretano 0,728 mg.mL™! se obtu-
vo una mayor cantidad de clones en un to-
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tal de 20, donde se encontraron 16 MSP y
4 MSG, con frecuencias de 0,80 y 0,20
respectivamente. El tratamiento realizado
con el agua destilada no evidencio la
presencia de clones mutantes en las alas de
los individuos tratados -Tabla 1, Fig. 2,
Fig. 3.

También se pudo observar claramente
que los individuos tratados con el extracto
acuoso a las concentraciones de 1,87
mg.mL"' y 7,5 mg.mL"! presentaban un
total de 9 y 11 clones mutantes respectiva-
mente, los cuales aumentaron significati-
vamente (P<0,05) la frecuencia de apari-
cion de mutaciones con respecto a las ha-
lladas en el tratamiento con el control
(agua destilada), siendo positivo para los
marcadores del tipo MSG en ambos casos;
mientras que las concentraciones del
extracto acuoso de 3,7 mgmL', 15
mg.mL"' y 30 mg.mL"! no presentaron un
aumento significativo (P<0,05) en el nu-
mero total de clones mutantes en compara-
cion con el tratamiento control.

Segun los resultados obtenidos la fre-
cuencia relativa de clones encontrados en
las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de B. trimera demostraron que a
mayor concentracion del extracto acuoso,
menor es la cantidad de clones mutantes
hallados en alas de los individuos tratados,
considerando que las plantas son una mez-
cla compleja de fitoconstituyentes, este
efecto se puede explicar por el elevado
contenido de flavonoides que podrian estar
presentes en los extractos a mayores con-
centraciones, permitiendo de ese modo au-
mentar la capacidad antioxidante, prote-
giendo al ADN de los dafios que pudieran
ser causados por metabolitos con actividad
genotoxica y que podrian estar presentes
también en el extracto, segun lo descrito en
un estudio donde se confirmo la presencia

de flavonoides y saponinas en extracto
acuoso de B. trimera (Rodrigues et al.,
2009).

En la evaluacion de la actividad como
inhibidores de la peroxidacion lipidica y
captadores de radicales libres de tres espe-
cies de Baccharis, la B. trimera, B, spicata
y B. usterii, en diferentes fracciones y con-
centraciones de los extractos de las partes
aéreas de las especies citadas, se observo
que a mayor concentracion y polaridad de
los extractos, mayor fue la actividad
antioxidante, siendo las fracciones con
mayor actividad el extracto acuoso y n-
butanol a 25 ug.mL’!, por otra parte las
fracciones estudiadas mediante el ensayo
de TBA, disminuyeron la producciéon de
malondialdehido mediante la inhibicion de
la peroxidacion lipidica e inhibieron la
mortalidad celular inducida por peréxido
de hidrogeno; final-mente se pudo
determinar mediante cromatografia en
capa fina la presencia de derivados
fenolicos y terpenoides que podrian estar
relacionados a su actividad antioxidante
(De Oliveira et al., 2004). En la evaluacion
de la actividad antioxidante in vitro de seis
plantas peruanas y de su composicion de
fenoles, mediante ensayos de inhibicion de
radicales DPPHe, superoxido e hidroxilo,
de su poder reductor y actividad antioxi-
dante total, se observo que Uncaria tomen-
tosa y Krameria triandra presentaron ma-
yor poder antioxidante, el cual podria de-
berse al elevado contenido de sustancias
antioxidantes debido al contenido de flavo-
noides, acido ascorbico y compuestos fe-
nolicos (Doroteo et al., 2013).

El contenido de flavonoides presentes
en los extractos estudiados podrian jugar
un papel fundamental en la actividad anti-
oxidante, tal como se demostr6 mediante
un estudio in vitro, donde se determind la
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capacidad antioxidante de once flavonoi-
des mediante el test de captacion de radica-
les DPPHe y el poder antioxidante reduc-
tor férrico (FRAP), comparando el poder
antioxidante de los flavonoides de manera
individual y de la mezcla entre flavonoi-
des, se evidencio en los mismos un efecto
sinérgico de la capacidad antioxidante en
combinaciones de ciertos flavonoides,
comparandolos con sus actividades indivi-
duales, lo que puede explicar los resultados
obtenidos al realizar la medicion del efecto
antioxidante de alimentos integros (Hidal-
go et al., 2010). Este efecto sinérgico pudo
observarse en el estudio realizado por
(Soicke & Leng-Peschlow, 1987), donde
evaluaron el efecto de la fraccion rica en
flavonoides de B. trimera y de los flavo-
noides individuales purificados, sobre la
tasa de supervivencia de ratones luego de
la administracion de faloidina (hepato-
toxico), observandose que la fraccion rica
en flavonoides aumento al 100 % la tasa de
supervivencia de los ratones tratados, fren-
te al 25 % de supervivencia de los ratones
no tratados con la fraccion, al mismo tiem-
po se pudo observar que el mayor aumento
de supervivencia se dio con la adminis-
tracion de la fraccion rica en flavonoides
en comparacion con la administracion de
los flavonoides individuales purificados,
concluyéndose que existe una probable
interaccion entre flavonoides que genere
un efecto sinérgico para el efecto antihepa-
totoxico involucrado en la actividad hepa-
toprotectora.

Existen otros estudios realizados en
donde no se detectaron actividad geno-
toxica, como en la evaluacion del extracto
acuoso de B. trimera a 6,84 mg.mL"' y
68,40 mg.mL' empleando células de
medula 6sea de ratas (Peron et al., 2008); y
otro mediante el test de Allium cepa de dos

extractos acuosos de diferentes especies de
Baccharis (B. genistelloides y B.
buxifolia), que tampoco evidenciaron acti-
vidad genotdxica (Lipa Quispe & Paucar
Quispe, 2015), ajustandose asi a los resul-
tados obtenidos a las concentraciones del
extracto acuoso de 3,75 mgmL’!, 15
mg.mL"'y 30 mg.mL" utilizados en el pre-
sente trabajo.

A diferencia de los estudios mencio-
nados donde se no se demostraron algin
potencial genotoxico de especies del géne-
ro Baccharis, también se encontraron estu-
dios que concuerdan con los resultados ob-
tenidos en este trabajo a las concentra-
ciones de 1,87 mg.mL'y 7,5 mg.mL" que
presentaron actividad genotoxica, donde
mediante el test de cometa y el test de mi-
cronucleo en ratones se evaluaron activi-
dades genotoxica y antigenotoxica del
extracto acuoso de B. trimera, a las con-
centraciones de 500, 1000 y 2000 mg.kg™!
en dosis aguda, sin evidenciarse actividad
genotdxica en ninguna de las concen-
traciones empleadas, sin embargo cuando
el extracto fue administrado a los ratones
durante tres dias consecutivos, se observo
un aumento significativo de la frecuencia
de micronucleos en la médula osea de los
ratones a las concentraciones de 1000 y
2000 mg.kg!, lo que sugiere un potencial
mutagénico del extracto a dosis cronica
(Rodrigues et al., 2009); por otro lado en la
evaluacion de la actividad genotdxica del
extracto de otra especie del mismo género,
Baccharis dracunculifolia, empleando
como solvente acetato de etilo con el test
de cometa en células V79 de hamster chi-
no, se observo que a las concentraciones de
50 ug.mL!y 100 pg.mL"! indujeron a dafio
significativo en el material genético (Agui-
lar etal.., 2010). Los metabolitos responsa-
bles de la actividad genotoxica podrian ser

45



Escobar Ibarrola, L. et al. Actividad mutagénica del extracto acuoso de Baccharis trimera
(Less) (Jaguarete ka'a) en Drosophila melanogaster mediante el test SMART

propias de la hierba o de algun factor exter-
no, como fue demostrado en un estudio,
donde se evaluo6 el potencial genotodxico
del extracto acuoso de B. trimera, prove-
niente de una region afectada por la quema
de carbon mediante el ensayo de cometa,
dando como resultado que el extracto pre-
parado a partir de la hierba sin exposicion
al carbon no presento actividad genotoxica,
mientras que el extracto preparado a partir
de la hierba expuesta al carbon indujo a un
aumento significativo de dafio al ADN en
las células tratadas a elevadas concentra-
ciones, sugiriendo que la B. trimera es sen-
sible al impacto causado por la quema de
carbdn (Cruz et al., 2013).

CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en esta in-
vestigacion evidenciaron que la DLso del
extracto acuoso de B. trimera en D.
melanogaster, bajo tratamiento cronico, es
de 35,91 mg.mL"!. La evaluacion a las dife-
rentes concentraciones del extracto acuoso
de B. trimera en D. melanogaster reveld
que las concentraciones con un potencial
genotdxico de accidon directa fueron las
concentraciones de 1,87 mg.mL' y 7.5
mg.mL"!. Se recomienda realizar la deter-
minacion de la actividad de genotoxinas de
accion indirecta, y continuar con otros en-
sayos empleados en bioensayos con frac-
cionamiento bioguiados y un perfil fitoqui-
mico de las fracciones con actividad, a mo-
do de identificar la probable genotoxina.
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Figura 1. Analisis probit para la determinacion de la DLso del extracto acuoso de B. trimera en D.

melanogaster.
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Figura 2. Clones mutantes identificados en alas de los individuos tratados con el extracto acuoso de B.
trimera con microscopio optico a 400X. (A). Individuos tratados con el extracto a 1,87 mg.mL"!, A;. MSP de
tipo mwh Az. MSG de tipo mwh (B). Individuos tratados con el extracto a 3,75 mg.mL"! B1. MSG de tipo flr®
B2. MSG de tipo mwh (C). Individuos tratados con el extracto a 7,5 mg.mL"' C1. MG C2. MSG de tipo mwh.
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Figura 3. Cantidad de clones mutantes contabilizados en alas de D. melanogaster del ensayo realizado. (*)
Aumento significativo en el nimero de clones mutantes (P<<0,05).
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Tabla 1: Analisis in vivo del potencial mutagénico del extracto acuoso de B. trimera en
D. melanogaster empleando el Test de Mutacion Somatica y de Recombinacion
(SMART)

MSP MSG

Tratamientos Nmero (1-2 céls)? (>2 céls)? MG ™

de alas a N m=5 m=2

m=2 m=5

Agua 40 0,00 (00) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,00 (00)
destilada
Uretano 0,178 40 0,80 (16) + 0,20 (04) i 000 (00) i 1,00 (20) +
mg.mL*
1,87 mg.mL™* 40 0,15 (03) i 030 (06) + 000 (00) i 045 (09) +
3,75 mg.mL™* 40 0,00 (00) i 0,10 (02) i 0,10 (02) i 020 (04) i
7,5 mg.mL* 40 0,10 (02) i 040 (08) + 005 (01) i 0,55 (11) +
15 mg.mL! 40 0,00 (00) i 0,10 (02) i 000 (00) i 0,10 (02) 1
30 mg.mL! 40 0,05 (01) i 0,00 (00) i 000 (00) i 0,05 (01) 1

Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
factor de multiplicacion. Niveles de significancia a=B=0,05. ®Incluso las manchas simples flr® raras. TM:
Total de Manchas.
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