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Efecto inhibitorio del extracto etandlico de Plantago major L. en el crecimiento meristematico
radicular de Allium cepa L. El uso de productos naturales, como el extracto de Llantén (Plantago
major), ha generado un aumento en la comercializacion de sustancias, que en algunos casos no son
estudiadas en lo referido a sus eventuales efectos toxicos. Se estudio del efecto del extracto etandlico
de Llantén (P.major) sobre el crecimiento radicular, mediante la técnica estandarizada de aplastamien-
to de células meristeméaticas radiculares de Allium cepa. Se usé extracto comercial etandlico Knop®
(30 mg/mL de concentracion). Se establecié un sistema de crecimiento de raices, bajo condiciones
controladas de temperatura, oxigenacion y oscuridad. Se establecieron 3 grupos (Control Negativo,
Grupo Experimental con Tiempo creciente y Grupo con Dosis creciente de 0,75 mg/mL, 1,5 mg/mL,
7,5 mg/mL ,15 mg/mL y 30 mg/mL). Previamente se evalué la dosis éptima para el estudio. Se utili-
zaron 18 bulbos de Allium cepa, con 3 bulbos para cada grupo de estudio. La exposicion al extracto
etandlico fue a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. Se hicieron los aplastados y tincién con orceina acetoclor-
hidrica. Se observaron y contaron 1000 células por cada placa. Se analizaron los valores obtenidos
mediante comparacion de medias y test de ANOVA. Se discutié y analizé los resultados en funcién
del efecto del Pmajor, sobre variaciones del ciclo celular e indice mitoético. Los resultados obtenidos
indican que el extracto etandlico de P major en concentraciones superiores a 7,5 mg/mL resulta ser
citotdxico para los meristemas radiculares; y que a partir de las 48 h de exposicion al extracto, la pro-
liferacion celular se reduce drasticamente.

Palabras claves: productos naturales, citotoxicologia, meristema

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

drastically reduced.

Key words: natural products, cytotoxicology, meristem

INTRODUCCION

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

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

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

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



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

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

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

MATERIALES Y METODOS

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

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

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

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

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

%IM = Células en division X 100

Numero total de células analizadas

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

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

Corp).
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major
RESULTADOS Y DISCUSION

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

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

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

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

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

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

C) metafase, D) anafase
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TABLA 1. Indices mitoticos medios y desviaciones estandar

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

P.major

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

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

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

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

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

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

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

ANOVA Suma

Cuadrados gl

X2 F Sig.

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

458,533 2

Intra-grupos 158,400 12

Total 616,933 14

0,0001

229,267 17,369

13,200

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

tiempo de exposicion al extracto de Pmajor

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

(0,75 mg/mL)

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

CONCLUSIONES

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

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

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