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Resumen

El exceso de terapias con antibidticos en el tratamiento de la mastitis en bovinos
puede ocasionar que los microorganismos patdgenos se adapten y desarrollen resistencia
a los farmacos sintéticos. El objetivo del presente estudio fue evaluar las caracteristicas
taxondmicas, fitoquimicas, antioxidantes, antibacterianas y toxicoldgicas de las especies
Solanum nigrum y Malva sylvestris utilizadas para el control de mastitis en bovinos. Se
realizé la identificacién molecular y taxondmica de las especies en estudio. Se prepararon
extractos etandlicos al 96% de hojas y tallos de las especies vegetales. Se realizd el
tamizaje fitoquimico para determinar cualitativamente la presencia de metabolitos
secundarios, ademas se evalud la actividad antibacteriana por el método Kirby-Bauer, la
actividad antioxidante por el método DPPH y la actividad toxicoldgica en Artemia salina.
En cuanto al analisis antibacteriano se observo que las plantas motivo del presente estudio
poseen actividad antibacteriana frente a S. aureus y S. epidermidis. En la actividad
antioxidante los valores de ICs, en hojas y tallos de M. sylvestris fueron 6,728 mg/mL y
5,048 mg/mL respectivamente, mientras que en hojas y tallos de S. nigrum se obtuvo
6,509 mg/mL y 22,85 mg/mL respectivamente. Por otro lado, en la evaluacion
toxicoldgica resultaron altamente toxicos los tallos de S. nigrum (CL5,=56,23 pg/mL) y
las hojas de M. sylvestris (CLs,=77,62 pg/mL) y S. nigrum (CL5,=38,90 pug/mL), mientras
que los tallos de M. sylvestris son altamente toxicos (CLs,=3,66 pug/mL). Se concluye que
las especies en estudio por sus propiedades antioxidantes y antibacterianas pueden ser

consideradas para el tratamiento de la mastitis en el ganado vacuno.

Palabras clave: mastitis, antioxidante, antibacteriana, toxicol6gica, Solanum

nigrum, Malva sylvestris



Abstract

Excessive antibiotic therapies in the treatment of mastitis in cattle can cause
pathogenic microorganisms to adapt and develop resistance to synthetic drugs. The
objective of the present study was to evaluate the taxonomic, phytochemical, antioxidant,
antibacterial and toxicological characteristics of the species Solanum nigrum and Malva
sylvestris used for the control of mastitis in cattle. The molecular and taxonomic
identification of the species under study was carried out. Ethanolic extracts of 96% of
leaves and stems of plant species were prepared. Phytochemical screening was carried
out to qualitatively determine the presence of secondary metabolites, in addition the
antibacterial activity was evaluated by the Kirby-Bauer method, the antioxidant activity
by the DPPH method and the toxicological activity in Artemia salina. Regarding the
antibacterial analysis, it was observed that the plants involved in the present study have
antibacterial activity against S. aureus and S. epidermidis. In the antioxidant activity, the
ICs, values in leaves and stems of M. sylvestris were 6.728 mg/mL and 5.048 mg/mL
respectively, while in leaves and stems of S. nigrum 6.509 mg/mL and 22.85 mg/mL were
obtained. mL respectively. On the other hand, in the toxicological evaluation the stems
of S. nigrum (CL5,=56.23 pg/mL) and the leaves of M. sylvestris (CLgy=77.62 pg/mL)
and S. nigrum (CLg,=38.90 pg/mL) were highly toxic, while the stems of M. sylvestris
are highly toxic (CLg,=3.66 pug/mL). It is concluded that the species under study, due to
their antioxidant and antibacterial properties, can be considered for the treatment of

mastitis in cattle.

Keywords: mastitis, antioxidant, antibacterial, toxicological, Solanum nigrum,

Malva sylvestris
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1  Introduccion

La mastitis es una de las enfermedades con mayor prevalencia e importancia en el ganado
lechero, se estima que alrededor del 15% al 20% de las vacas en un rodeo lechero se encuentran
afectadas por alguna forma de mastitis (Gonzalez & Vidal, 2021). A nivel mundial es considerada
como una de las enfermedades infecciosas méas costosas de las vacas lecheras, es la responsable de
la disminucion de la produccién del 4 al 30% de la leche, ademas incrementa los costos de
tratamiento, servicios veterinarios y genera perdidas tanto en leche como en animales (Diaz-

Monroy et al., 2022).

La mastitis se caracteriza por la inflamacion de las glandulas mamarias, su desarrollo se
encuentra estrechamente relacionado con los factores medioambientales en los que se encuentra el
ganado y factores a nivel de produccion, vinculados al mal manejo y fallas en la maquina de ordefio,
favoreciendo a la aparicién de microorganismos patogenos. En la actualidad se han reportado méas
de 100 microorganismos causantes de infeccion intramamaria, los mismos que van a ingresar al
interior de la ubre por el conducto glandular o pezon, ocasionando la inflamacion del tejido

mamario y como consecuencia dolor, molestia y estrés en los animales (Gonzéalez & Vidal, 2021b).

Generalmente el tratamiento de la mastitis se realiza con antibi6ticos, los mismos que van
a tener repercusiones en la cantidad y calidad de la leche, afectando también a los productos de
procesamiento, en los cuales se va a reducir el tiempo de conservacion, calidad, sabor y aroma
(Diaz-Monroy et al., 2022). Dentro de este panorama se puede mencionar que el exceso de terapias
con antibidticos va a generar residuos en la leche que se convierten en un problema para el
consumidor, afectando a la salud publica, ademas, puede ocasionar que los microorganismos se
adapten y desarrollen resistencia a los farmacos sintéticos (Gonzélez & Vidal, 2021b). Las

comunidades indigenas alrededor del mundo han utilizado las plantas desde la antigliedad en base



a su conocimiento empirico para la prevencion y control de las enfermedades del ganado, de esta
manera aparece la etno-veterinaria y la fito-farmacologia, basadas en la aplicacion de la medicina
tradicional, buscan aprovechar los principales compuestos organicos producidos en la célula

vegetal, mediante el uso de las plantas y sus extractos (Bravo et al., 2023).

En el estudio realizado por Moura et al. (2021) sobre el uso de productos naturales en la
medicina veterinaria en bovinos, menciona que las plantas medicinales se utilizan para el
tratamiento de aproximadamente 15 problemas de salud en el ganado, destacando el tratamiento de
inflamaciones especialmente de la ubre. En los reportes obtenidos se evidencid que entre las partes
de la planta a utilizar se encuentran el fruto, hojas, tallos, cogollos y semillas, estructuras destinadas
a la fabricacién de preparados o remedios herbales, que pueden ser en base a una o la combinacion

de varias especies vegetales.

En la comunidad de Paquiestancia se desarrollan emplastos o preparaciones empiricas en
base al conocimiento ancestral con las especies Cinanchum mycrophyllum, Sabucus nigra L.,
Malva sylvestris y Solanum nigrum para mejorar las molestias del ganado ocasionadas por la
mastitis. Es asi como surge la importancia del desarrollo de este proyecto, para fomentar la
busqueda de alternativas eficaces como sustitutos de los quimicos convencionales, que no causen
dafios al ambiente y a la salud publica y motivar a la investigacion académica de la Universidad
Politécnica Salesiana con la vinculacion a la comunidad, no obstante, se espera que los resultados
de la investigacién puedan ser utilizados como punto de partida para la elaboracion de fitofarmacos

que ayuden al tratamiento de la mastitis.

Por lo expuesto anteriormente, surge la necesidad de saber si ¢Los extractos alcohdlicos de

Solanum nigrum y Malva sylvestris poseen actividad antibacteriana, antioxidante y toxicologica?,



por tanto, esta investigacion tuvo como objetivo principal evaluar las caracteristicas
antibacterianas, antioxidantes y toxicoldgicas de las especies Solanum nigrum y Malva sylvestris,

utilizadas para el control de los microorganismos causantes de la mastitis en bovinos.

Con respecto a los objetivos especificos se identifico: La taxonomia de las especies
vegetales y sus secuencias moleculares mediante Barcode, analisis de los compuestos fitoquimicos
de las especies vegetales en extracto etandlico, el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico a concentraciones diferentes de antibidtico en medio Muller Hinton, el efecto
antioxidante in vitro del extracto etandlico por espectrofotometria y el porcentaje de mortalidad

que ocasiona el extracto etandlico en larvas de Artemia salina



2 Fundamentacion Teodrica

2.1 Mastitis bovina

2.1.1 Definicién

El término mastitis se origina de las palabras griegas “mastos” que significa “mamas” ¢
“itis” que quiere decir “hinchazon de”. Por lo tanto, la mastitis es una enfermedad intramamaria,
que se caracteriza por la inflamacion del tejido de la ubre, especificamente en las glandulas
mamarias, como respuesta a infecciones causadas por microorganismos. Esta respuesta
inflamatoria genera cambios fisicos o quimicos en las glandulas mamarias provocando dolor, estrés
y malestar en las vacas y como consecuencia impactos negativos en la produccién, bienestar animal
y calidad de la leche (Sharun et al., 2021).

2.1.2 Agentes infecciosos

Los agentes infecciosos comunmente relacionados con la aparicion de la mastitis bovina
son los pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Streptococcus y algunas bacterias Gram
negativas. Estos patdgenos pueden clasificarse en: contagiosos y ambientales. Los patogenos
contagiosos como S. aureus, S. dysgalactiae y S. agalactiae se caracterizan por adaptarse a
sobrevivir dentro de la glandula mamaria, su transmision se da de una vaca infectada a una no
infectada generalmente durante el proceso de ordefio por la contaminacion de las pezoneras y de

las manos de los ordefiadores (Naranjo-Lucena & Slowey, 2023).

Los patdgenos ambientales como E. coli y S. uberis son microorganismos invasores
oportunistas que provienen del ambiente contaminado donde se encuentran las vacas, su
transmision se da desde el ambiente a la vaca cuando la punta del pezon estd en exposicion a

materiales como estiércol, camas, polvo, tierra y agua que sirven como fuentes de patdgenos y su



multiplicacién se ve favorecida bajo condiciones de humedad, la infeccion ocurre principalmente
entre ordefios y durante el periodo seco por la contaminacion de la piel de la ubre, en donde las
bacterias colonizan y eventualmente penetran por el canal del pezén (Naranjo-Lucena & Slowey,

2023). La descripcion del desarrollo de la patogenia de la mastitis se describe en la Tabla 1.

Tabla 1 Etapas del desarrollo de la patogenia de la mastitis

Etapas Descripcion general

Invasion Los microorganismos del exterior de la ubre invaden el canal del pezon
y se multiplican en el cuarto mamario.

Infeccion La poblacion bacteriana en los cuartos mamarios se multiplica
rdpidamente e invaden los tejidos de recubrimiento del pezon, cisternas
glandulares y zonas productoras de leche.

Inflamacion Las bacterias sueltan toxinas capaces de destruir las células productoras
de leche provocando inflamacion

Fuente: (Cheng & Han, 2020).

2.1.3 Clasificacion

La mastitis segun el grado de inflamacion se clasifica en: clinica y subclinica. La mastitis
clinica se caracteriza por presentar anomalias visibles, en la leche se puede observar una apariencia
acuosa con presencia de escamas y coagulos, mientras que en la ubre hay enrojecimiento,
hinchazén y endurecimiento, ademés las vacas presentan fiebre, diarrea y bajo consumo de
alimento. Por lo contrario, la mastitis subclinica no presenta cambios visibles en la ubre o la leche,
pero si se evidencian cambios en la produccién de leche y su composicién, ya que la produccion
disminuye y el recuento de células somaticas aumenta (Cheng & Han, 2020).

2.1.4 Factores de riesgo

La incidencia de la mastitis bovina esta ligada a factores de riesgo asociados al animal y al

ambiente. Dentro de los factores asociados al animal se encuentran vacas con un alto nimero de



partos, elevada productividad, mayor edad, perdida corporal posterior al parto, ubre en forma
pendular, vacas lecheras en periodo de transicion y estrés nutricional, mientras que dentro de los
factores ambientales esta la frecuencia y tipo de ordefio, clima célido y himedo y condiciones de
alojamiento de los animales, por ejemplo, mala ventilacion, ropa de cama mojada, piso

contaminado y gran densidad poblacional (Cheng & Han, 2020).

2.2 Etnobotanica

2.2.1 Etnoveterinaria

Batista et al. (2021) menciona que la etnoveterinaria es el conjunto de conocimientos,
habilidades, précticas y creencias de las personas en base a conocimientos empiricos, transmitidos
de generacion en generacion para mantener a los animales sanos y productivos. En la medicina
etnoveterinaria se utilizan las diferentes partes de las plantas incluyendo hojas, tallos, raices,
semillas y cogollos para la elaboracion de preparados y remedios caseros como una alternativa para
calmar o curar las enfermedades, principalmente las relacionadas con problemas digestivos y
respiratorios del ganado vacuno, ovejuno y porcino (Moura et al., 2021).

2.2.2 Fitoterapia en la mastitis

Las especies vegetales representan una alternativa terapéutica con vias de administracion
oral, topica e intramamaria en el manejo de la mastitis bovina, convirtiéndose es sustitutos o
suplementos de los antibidticos y antipiréticos que generalmente se utilizan en el tratamiento.
Existen varias plantas empleadas en la prevencion y control de la mastitis, como es el caso de la
planta de moringa, su extracto mejora los mediadores inflamatorios, aumenta los sistemas
antioxidantes en las células epiteliales de la ubre y la expresion de las proteinas caseinas, ayudando

asi a curar la inflamacion de la ubre y a minimizar el estrés oxidativo (Sharun et al., 2021).



Los compuestos de origen vegetal pueden ser utilizados como agentes antiinflamatorios,
antibacterianos e inmunomoduladores en el tratamiento de la mastitis ya que estos no generan
efectos adversos en los animales, son de baja toxicidad, no inducen resistencia en las bacterias
incluso después de una prolongada exposicion, tienen capacidad para inhibir la inflamacion
producida por patdégenos y endotoxinas, causan efectos en la fisiologia de las células y son capaces
de inhibir o matar directamente a los patdégenos causantes de mastitis (Cheng & Han, 2020).

2.3 Solanum nigrum

2.3.1 Descripcion botanica

Su distribucion es abundante, principalmente en los continentes de América central y
Ameérica del sur, se estima que se distribuye desde el sur de Arizona, México, los Andes de

Sudamérica hasta Bolivia (Valdano et al., 2020).

Solanum nigrum conocida también con el nombre de Hierba Mora, es un arbusto de la
familia, Solanaceae que alcanza hasta una altura de 30 a 80 centimetros y se desarrolla a una altitud
entre los 1 200 y 2 000 msnm; posee abundantes hojas de tonalidades verde oscuro con forma
ovada con un borde entero y peciolos cortos de 12 a 50 milimetros, la flor tiene una inflorescencia
racimo de umbelas, sus pétalos son blancos y de tamafio pequefio, por Gltimo su fruto es de
estructura esférica con un color verde que al tiempo que madura cambian a tonalidades de morado

oscuro (Chen et al., 2022; Mandal et al., 2023; Valdano et al., 2020).

A continuacion, se describe en la  la taxonomia correspondiente de la planta 'y en la Figura 1 se

presenta la estructura morfoldgica de la S. nigrum.



Tabla 2 Taxonomia de Solanum nigrum Hojas, tallos, flores y semillas de Solanum

Reino Plantae nigrum
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Solanum nigrum

Fuente: (Mandal et al., 2023) Figura 1 Estructura fisica de Solanun nigrum

Elaborado por: (Las autoras, 2024). Fuente: (Chen etal., 2022)

2.3.2 Usos medicinales

La familia Solanaceae, tiene alrededor de 2000 especies, a todas estas se les atribuye
propiedades curativas por la actividad antitumoral, antioxidante y antiinflamatoria, que se ha
evidenciado mediante analisis fitoquimicos que demuestran la presencia de alcaloides, terpenoides,
fenoles, entre otros (Chen et al., 2022; Mandal et al., 2023). Estos compuestos poseen propiedades
farmacolodgicas que a menudo se han utilizado en la medicina, ya que se han empleado para la

creacion de productos analgésicos, antibidticos y sedantes (Mandal et al., 2023).

Un uso frecuente de S. nigrum es su empleo en tratamientos de desinflamacidn, donde se
utilizan extractos de la semilla o infusiones de la planta, que se aplican directamente en la zona
afectada. De igual modo, se han realizado infusiones de la especie para tratar afecciones como la
tos y el asma, es decir, que también es un descongestionante porgue alivia la congestion nasal; de

modo similar al tener propiedades antioxidantes, se ha encontrado estudios que S. nigrum



contribuye en tratamientos de cancer reduciendo los procesos de angiogénesis en las células

tumorales (Mandal et al., 2023; Valdano et al., 2020).

2.4 Malva sylvestris
2.4.1 Descripcion botanica

Su distribucion se da en el Norte de América, Europa, norte de Africa y suroeste de Asia;
adaptandose en areas hiumedas como praderas 0 zonas que estén cerca de canales o cursos de agua
(Batiha et al., 2023). Malva sylvestris, también conocida como malva comin o malva de campo,
es una planta herbacea perenne de la familia Malvaceae, se estima que llega a una altura de un
metro y se desarrolla a una altitud entre 3 200 y 3 850 msnm. Sus flores son de color blanco a
violaceo y la forma de sus hojas es orbicular con un borde lobulado y palmatipartido (Batiha et al.,

2023; Irfan et al., 2021; Mousavi et al., 2020) .

A continuacion, se describira en la Tabla 3 la taxonomia correspondiente de la planta 'y en

la Figura 2, se presenta la estructura morfologica de M. sylvestris.

Tabla 3 Taxonomia de Malva sylvestris Hojas, tallos y flores de Malva sylvestris
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Malva
Malva sylvestris Figura 2 Estructura fisica de Malva sylvestris
Fuente: (Mousavi et al., 2021)

Fuente: (Mandal et al., 2023)
Elaborado por: (Las autoras, 2024).



2.4.2 Usos medicinales

La familia Malvaceae posee 88 géneros y alrededor de 2300 especies (Mousavi et al.,
2021), donde la gran mayoria de estas especies han sido usadas en la medicina tradicional para
tratar enfermedades como bronquitis, tos, resfriados, dolores musculares y problemas
gastrointestinales. Referente a estos usos en la medicina antigua se han realizado analisis
fitoquimicos que evidencian la presencia de polisacaridos, fenoles, flavonoides, terpenos, enzimas,
acidos grasos y vitaminas, los cuales contribuyen a la actividad farmacoldgica de las plantas (Irfan

etal., 2021; Mousavi et al., 2021).

Segun Batiha et al. (2023) describe diversos compuestos quimicos que M. sylvestris posee,
los mismos que han cooperado en la medicina para la creacion de medicamentos que aporten en
los tratamientos laxantes, antiinflamatorios y antinociceptivos. Esta especie al ser usada como
laxante contribuy6 en tratamientos de limpieza estomacal y rectal. Asimismo, por la presencia de
flavonoides y polifenoles ha sido empleada para tratar problemas de inflamacion, estos compuestos
neutralizan los radicales libres que contribuyen al proceso inflamatorio del cuerpo, mientras que la

existencia de mucilagos ayuda al manejo de la irritacion (Mousavi et al., 2021).

2.5 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas organicas limitadas en el reino vegetal porque
su produccion es pequefia y no estan en toda la diversidad de plantas; su sintesis dependera de la
familia, género o especie (Gil et al., 2020). En relacién con su funcion, se ha comprobado que estas
moléculas no actuan directamente en los procesos de respiracion, fotosintesis, sintesis y transporte

de nutrientes, mas bien se han determinado funciones especificas en el interior de la planta 'y en la
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interaccion con el medio ambiente, ya que son liberadas cuando la planta esta bajo condiciones de
estrés (Chiocchio et al., 2021).

2.5.1 Clasificacion y propiedades farmacologicas

Existen mas de 200 000 tipos de metabolitos secundarios con una gran variedad de
estructuras quimicas, clasificados en compuestos fendlicos, terpenos, glicosidos y alcaloides, como
se describe en la Tabla 4, estos compuestos son utilizados como principios activos principalmente
en la industria farmacéutica, cosmética y nutracéutica debido a sus propiedades analgésicas,
antibacterianas, antioxidantes, antivirales, antitumorales, antifingicas, inmunoestimulantes, entre
otras y por la capacidad que poseen para ejercer acciones farmacoldgicas o fisioldgicas en los
humanos y animales (Gil et al., 2020).

Tabla 4 Clasificacion y propiedades farmacoldgicas de los metabolitos secundarios

Grupo Compuestos Estructura quimica Propiedades farmaceuticas
Flavonoides Derivan de un grupo fenol | Antiiflamatorio,
_ anticancerigeno, antioxidante,
Fenoles Taninos antihipertensivo,
Cumarinas ant!m_lcroblano, antifangico,
antiviral
Catequinas
Carotenoides Derivan de la union de | Antimicrobiano, antioxidante,
unidades de isopreno antiinflamatorio, analgésico,
Terpenos | Lactonas antiviral, antiparasitario,
antifungico

Aceites escenciales

Protoalcaloides Formados por anillos | Antiinflamatorio,

i heterociclicos con uno o | antioxidante, anticancerigeno,
Pseudoalcaloides

Alcaloides mas 4tomos de nitrégeno | antimicrobiano,
Poliaminicos antihipertensivo,
hematoprotector
Saponinas Derivan de la condensacion | Antimicrobiano, antifingico,

de una molécula de azlcar | anticancerigeno,
' con otra que posee un | antiinflamatorio, insecticida,
cardiacos, grupo hidroxilo, resultando | aleopatico

Glicosidos | Glicésidos
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cianogénicos y en la formacién de un
glucosinolatos enlace glucosidico

Fuente: (Chiocchio et al., 2021)

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

2.6 Fitoquimica

2.6.1 Métodos de extraccion de fitoquimicos

La extraccion de los componentes quimicos se da por una separacion de metabolitos que
poseen las especies vegetales a esto se le conoce como extraccion fitoquimica, donde se busca
separar los fragmentos medicinalmente activos de los inactivos, en funcion a la solubilidad en
diferentes solventes. Sin embargo, se debe considerar la metodologia adecuada para la obtencién
de los metabolitos a necesitar de cada planta, por eso se considera las variables de calor, la
naturaleza del disolvente a utilizar y el método de extraccion (Garro et al., 2015; Gil et al., 2020).

De este Ultimo se conoce que los métodos méas ocupados son el de maceracion y percolacion.

La maceracion busca separar componentes solubles de los insolubles por contacto entre el
material vegetal pulverizado y el solvente, esto se coloca en un recipiente cerrado por un minimo
de 4 dias y maximo 14 con agitacion reiterada y proteccién de la luz, al terminar este periodo, el
producto debe filtrarse (Lavado et al., 2021). Por otro lado, la percolacion trabaja con percoladores,
en los que se coloca material vegetal pulverizado con un solvente que puede estar en
concentraciones de 50 a 70 %, durante 2 horas, en este tiempo se humedece la muestra, luego se

coloca otra cantidad de solvente adicional, dejando macerar de 4 a 12 dias (Rodino & Butu, 2019).

2.6.2 Tamizaje fitoquimico

Es una herramienta de investigacion de plantas medicinales, puesto que son pruebas

cualitativas que ayudan a la identificacion de metabolitos secundarios como alcaloides, compuestos

12



cardiotdnicos, fendlicos, cumarinas, flavonoides, terpenos, entre otros. De manera que el tamizaje
fitoquimico se basa en separar metabolitos secundarios de la muestra vegetal mediante solventes
polares a los principios activos de las plantas, es decir que, al tener nuestro extracto vegetal se le
coloca reactivos que den reacciones de color o precipitacion correspondientes al grupo metabdlico

(Lavado et al., 2021).

2.7 Secuencias Barcode

En la identificacion de las plantas se tiene métodos tradicionales como la caracterizacién
morfolégica del material vegetal o el analisis quimico de sus componentes, donde el primero se
basa en la observacion de la estructura fisica de la planta, es decir, ver la posicién, forma y color
que asumen las hojas, flores, frutos y tallos. Sin embargo, en la identificacion morfoldgica de la
planta puede tener caracteristicas distintas en su etapa de desarrollo ocasionando una falta de
informacion. Por ello, se crearon herramientas alternativas como la identificacion molecular, que
estudia regiones especificas del ADN, ARN o proteinas, adquiriendo informacion confiable sobre

el espécimen (Gomez-Serranillos, 2021; Rey & Capdevielle, 2020).

Una técnica de identificacion molecular es el codigo de barras de ADN conocida en inglés
como DNA Barcoding, esta técnica usa secuencias cortas de ADN de regiones especificas con una
longitud de 400 a 800 pares de base del genoma que se comparan con una biblioteca de referencia,
Barcode of life Data Systems, donde se archiva millones de codigos de barras. El objetivo del
codigo de barras molecular es identificar con puntualidad una familia o género, las mismas que
pueden ser aisladas y distinguidas para ser utilizadas como etiquetas, su composicion es de cuatro

nucledtidos que permita identificar un organismo de manera precisa (Yu et al., 2021).
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La metodologia del codigo de barras realiza identificacion de regiones genéticas estandar,
se comenzo realizando con los animales, donde se amplifica la region 5’ del gen de la subunidad 1
de la enzima citocromo oxidasa (cox 1), que se encuentra en el genoma mitocondrial. No obstante,
esta region cox | para el uso en plantas no es favorable, por la poca sustitucién de ADN mitocondrial
en las mismas, después de varios analisis se encontrd genes funcionales ubicados en el cloroplasto,

como regiones estandares conocidas como rbcL y matK (Niizawa, 2020; Rey & Capdevielle, 2020).

La region rbcL es un codificante para la enzima RuBisCo que se encuentra en el cloroplasto,
esta es muy utilizada por el facil manejo de amplificacion y alineacion en la secuenciacion de un
gran numero de especies del GenBank, base de datos. Por otro lado, la region matK igual se
encuentra en el cloroplasto con la diferencia que esta codifica la enzima maturasa K, donde tiene
una alta capacidad de distincion de especies vegetales, el defecto de esta region es la dificultad para

su amplificacion y alineacion (Niizawa, 2020).

2.8 Actividad antibacteriana

Las plantas tienen componentes bioactivos con amplias propiedades medicinales o
fitoterapia, una actividad antibacteriana; interfiere en el crecimiento y reproduccion de
microorganismos patogenos, en otras palabras, la vegetacion ha desenvuelto un sistema de defensa
hacia microrganismos que le afecten. Para evaluar dicha capacidad antibacteriana existen métodos
cualitativos como cuantitativos, donde se emplea el extracto de las plantas, para medir su capacidad
de inhibicidn respecto a patdgenos comunes que afecten al ser humano o animales, dando a conocer

su beneficio terapéutico (Pérez & Rivas, 2021).

2.8.1 Método cualitativo y cuantitativo
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Pérez & Rivas (2021) menciona que el método cualitativo se enfoca, en distinguir si existe
sensibilidad o resistencia de los microorganismos ante los extractos vegetales, uno de los métodos
mas conocidos es Kirby-Bauer o también Ilamado difusion en disco. En este método se impregna
un disco con la sustancia a estudiar, para posteriormente medir el didmetro del halo de inhibicién
generado por el extracto como se observa en la Figura 3. De igual manera, en el método
cuantitativo se emplea los extractos vegetales para determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y para ello se cuantifica la concentracion minima donde la sustancia a estudiar inhibe el

crecimiento in vitro de una bacteria.

Método cualitativo

Figura 3 Medicion de halos en antibiograma

Elaborado: (Las autoras, 2024)

2.9 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes para
absorber y neutralizar los radicales libres producidos durante el metabolismo oxidativo; este
proceso puede ocurrir mediante la transferencia de atomos de hidrégeno o mediante la transferencia
de electrones (Chaves et al., 2020). Los compuestos antioxidantes tienen la capacidad de retrasar
o inhibir la oxidacién de otras moléculas al impedir el inicio o propagacion de las reacciones
oxidativas en cadena, evitando asi que sucedan cambios oxidativos en las biomoléculas y como
consecuencia la aparicion de graves patologias (Garro et al., 2015).

2.9.1 Metodo DPPH
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El radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH, puede reaccionar
con compuestos antioxidantes mediante un proceso en el que el agente antioxidante cede un atomo
de hidrégeno, generando una reaccion de pseudo primer orden que se evaluara con la disminucion
de la absorbancia segun el tiempo, ademas el compuesto reducido experimenta un cambio de color
que es directamente proporcional a la concentracion del antioxidante en la muestra. Los resultados
se reportan con el porcentaje de inhibicidn que se relaciona con la cantidad neutralizada del radical
DPPH por un extracto a una concentracion especifica (Paucar et al., 2021).

2.10 Actividad toxicologica

Los ensayos de toxicidad son empleados para evaluar y reconocer los posibles efectos
toxicos post administracién de cualquier sustancia fisiologicamente activa. Los bioensayos han
sido un instrumento alternativo de los analisis quimicos tradicionales, ya que en ellos se usan tejido
u organismos vivos que responderan al contacto con cualquier sustancia quimica o mezcla
compleja de toxicos presentes. Los bioensayos in vitro se aprobaron ampliamente por su capacidad
de generar resultados confiables, efectivos y rapidos, Utiles para evaluar los efectos toxicos en la

salud humana y animal (Liza, 2020).

2.10.1 Ensayos toxicoldgicos en Artemia salina

La evaluacion toxicoldgica preclinica cominmente se realiza en ratones, sin embargo, esta
practica representa elevados costos y sufrimiento en los animales, por ello se ha visto la necesidad
de buscar metodologias que remplacen a los animales de laboratorio, asi surge como alternativa los
ensayos en Artemia salina que es un camar6n minusculo de cuerpo blando, utilizado como
organismo modelo en el estudio del impacto de toxicos, convirtiéndose en una herramienta Gtil y
sencilla para la deteccién de toxinas, toxicidad de extractos de plantas, metales pesados y

prediccion de citotoxicidad de compuestos puros (Fidalgo et al., 2009).
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Garcia-Alcalde et al. (2023) mencionan que el ensayo de toxicidad en Artemia salina se
centra en calcular la concentracién letal media (CLs,), que representa la cantidad necesaria de un
compuesto natural o quimico para ocasionar la muerte del 50% de las larvas de Artemia en un
periodo de 24 horas en condiciones controladas de salinidad, temperatura, aireacion, luz y pH,
ademas destaca que en una poblacién animal a mayor DLs,, menor toxicidad aguda. Por otro lado,
Suarez-Barreiro et al. (2024) asegura que este bioensayo toxicoldgico es mas rapido, sencillo y

tiene una buena correlacion con las pruebas de toxicidad in vivo.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Recoleccion del material vegetal

Solanum nigrum y Malva sylvestris fueron recolectadas en marzo del 2024, en la provincia
de Pichincha, canton Cayambe, parroquia Paquiestancia, coordenadas: 0°4'15"N 78°6'39"0. Se
seleccionaron plantas en buen estado, sin dafios ni enfermedades como lo recomienda la
Organizacion Mundial de la Salud (2023). EI material vegetal se colocé en fundas negras plasticas
herméticas y fueron transportadas al Laboratorio de Ciencias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana, campus Girén-Quito.

3.2 Elaboracion de la carpeta boténica

3.2.1 Prensadoy secado

Las muestras vegetales seleccionadas de Solanum nigrum y Malva sylvestris fueron
sometidas al proceso de prensado para el correcto secado. Las muestras se colocaron en la mitad
de papel periodico, cartdn y madera, con una correcta distribucion de hojas, flores y raices como
se observa en la Figura 4, para luego ajustar y amarrar las tablas con una piola. En este proceso,

el secado de la planta tuvo una duracién de 30 dias a temperatura ambiente.

Metodologia de secado y prensado de las
especies vegetales

o BRI

Figura 4 Elaboracion de la carpeta botanica

Fuente: (Las autoras, 2024)
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3.2.2 Montajey etiquetado

Las muestras que se obtuvieron del proceso de prensado se colocaron en cartulinas blancas
de tamafio A3, conforme lo indica el Herbario de la Universidad Politécnica Salesiana. En las
cartulinas se pegaron las muestras vegetales con goma blanca y se cosieron con hilo blanco. En la
esquina inferior derecha de la cartulina se colocd una etiqueta que contiene la siguiente
informacién: Nombre cientifico, nombre comin, numero de coleccién, lugar de recoleccion,

coordenadas, colectores y caracteristicas de la planta.

3.3 Identificacion molecular

La identificacion molecular de Solanum nigrum y Malva sylvestris se realizd en base a la
metodologia propuesta por Cerda-Granados & Diaz (2013).

3.3.1 Extraccion de ADN y amplificacion PCR

Para la extraccion del ADN vegetal se recolectaron plantas con hojas sin dafios fisicos, ni
enfermedades visibles y que tengan una coloracion verde claro u oscuro. Las muestras de Solanum
nigrum y Malva sylvestris fueron trasladadas al laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Politécnica Salesiana en frascos con agua, para que las especies mantengan sus

caracteristicas. La recoleccion se realizd 2 horas antes de iniciar el procedimiento en el laboratorio.

En las hojas seleccionadas para la extraccion del ADN se cortaron dos circunferencias con
el reverso de una punta azul para micropipeta. Las circunferencias se colocaron en un tubo
eppendorf de 2 mL, se afiadio 480 ul de buffer de extraccion lisis y se procede a machacar la
muestra con un pistilo de plastico, a continuacidn, se agrega 75 pl de SDS al 10% y se mezcla por
inversion 8 veces, a continuacion, se coloca en una plancha de calentamiento por 10 minutos a una

temperatura de 65°C.
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Al terminar el tiempo en la plancha de calentamiento se agrega 94 pul de acetato de potasio
5M y se mezcla por inversion 8 veces, para después colocar en hielo por 30 minutos. Después se
centrifuga por 5 minutos a 12000 rpm y se debe transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5
mL y se agrega 600 pl de fenol:cloroformo, para posteriormente centrifugar a las mismas
condiciones. En un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL transferir aproximadamente 200 pl de la fase
intermedia de la muestra anterior y se adiciona 360 pul de isopropanol frio, se mezcla por inversién

8 veces y se almacena a -20°C toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifuga la muestra por 3 minutos a 12000 rpm y se enjuaga el pellet
con etanol al 70% tres veces, se debe centrifugar a las mismas condiciones antes de cada lavado,
después se retira el etanol y se deja secar en la plancha de calentamiento a 37°C hasta que se
evapore el alcohol restante, aproximadamente 45 minutos. Finalmente, se resuspende el pellet en

50 pul H20 libre de nucleasas y se almacena a -20°C.

Para el estudio cualitativo del ADN este debe ser amplificado en la region matK usando los
primers que se visualizan en la Figura 5. Este tratamiento se da por la Reaccion en Cadena de la
polimerasa (PCR) convencional; donde uno de los componentes de las muestras vegetales es la
Green TAG. La muestra PCR se realiz6 de acuerdo con lo que detalla en la Tabla 5 Componentes
para la muestra PCR, obteniendo un volumen final de 25 pl. El proceso de amplificacion se realizd
con el equipo Proflex Thermal Cycler en las condiciones del Anexo 1Anexo 1. Al finalizar la
amplificacion se verificd la presencia de ADN en el producto PCR mediante la elaboracion de una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, para luego observar el gel en un

fotodocumentador.
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Tabla 5 Componentes para la muestra PCR

Componentes VolUmenes Primers matK forward y reverse
TAG 12’5 IJI matk 2. 1.a — forward (57 - ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC -37)
P. forward 1 “I matK 2.1 .a — reverse (5" - GTTCTAGCACAAGAAAGTCG - 3)
P. reverse 1ul
H Figura 5 Cebadores de matK
MgCl> 1 Fuente: (Molina, 2020).
H,O 1,5 ul
ADN 8 ul
TOTAL 25 ul

Elaborado: (Las autoras, 2024).

3.3.2 Secuenciacion

Para la secuenciacion de ADN, se trabajé con las muestras obtenidas del proceso de
amplificacion, tomando 15 pl del producto PCR de cada especie vegetal. Se estima que en los 15
ul exista aproximadamente una concentracién de 50 ng/mL. Las muestras son enviadas por la
compafiia BioSequence a la empresa Macrogen Inc., empresa lider a nivel mundial en analisis
gendmico y biotecnologia, brinda el servicio de aplicacion de investigacion para universidades,
instituciones y entidades publicas.

3.3.3 Andlisis bioinforméatico

Las secuencias de las especies S. nigrun y M. sylvestris se estudiaron con el marcador
molecular matK. Las secuencias obtenidas del proceso experimental fueron abiertas en el programa
MEGA 11 para eliminar las sefiales de ruido de fondo y verificar las bases nitrogenadas. El
resultado de este proceso fue comparado con secuencias similar en la plataforma Barcode of life

Data Systems (BOLDSystems).
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3.4 Analisis farmacognostico

El analisis farmacognostico de Solanum nigrum y Malva sylvestris se realizo en base a la
metodologia propuesta por Fathi et al. (2022).

3.4.1 Desinfeccion y secado

En el proceso de desinfeccidn las hojas y tallos de Solanum nigrum y Malva sylvestris se
lavaron con agua y jabon por dos minutos, a continuacion, se realizaron tres enjuagues con agua
destilada, luego se coloco una solucion 1:10 de hipoclorito de sodio al 5% por cinco minutos y se
enjuago tres veces con agua destilada. Para el secado las hojas y tallos se extendieron sobre papel
periddico en una superficie plana, dejando 24 y 48 horas respectivamente a temperatura ambiente.
Para finalizar el secado las muestras se colocaron en una estufa marca Memmert™a 60°C con 10%
de humedad, permaneciendo dentro de la estufa 24 horas las hojas y 48 horas los tallos.

3.4.2 Molienday tamizaje

El material vegetal seco fue triturado en una licuadora marca Oster® Xpert Series™ hasta
obtener una textura fina. Las muestras pulverizadas se pasaron por un tamiz circular para obtener
un tamafio de particula homogénea, finalmente el polvo vegetal fue almacenado en fundas plasticas
de cierre hermético.

3.5 Control de calidad del material vegetal seco

3.5.1 Porcentaje de humedad

El proceso para determinar el porcentaje de humedad en el material vegetal seco se presenta

en el diagrama de la Figura 6
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Procedimiento para determinar el porcentaje de humedad

Colocar una capsula de Dejar enfriar la capsula de Pesar en una balanza analitica
porcelana en la estufaa  |——3| porcelana en el desecador a |—— la capsula de porcelana hasta
100°C durante 30 min. temperatura ambiente obtener una masa constante

v

Pesar 1g de la muestra en la 3
balanza analitica

Poner la muestra en la
capsula de porcelana
anteriormente tarada

) Colocar en la estuta a 100°C
durante 1 h.

Dejar enfriar la capsula con la Pesar en una balanza analitica Calcular el porcentaje de
muestra en el desecadora |—| hasta obtener una masa ——»| humedad con la formula
temperatura ambiente constante correspondiente

Figura 6 Diagrama del procedimiento para determinar el porcentaje de humedad
Fuente: (Figliolo et al., 2023).
Elaborado por: (Las autoras, 2024).

3.5.2 Porcentaje de cenizas totales

El proceso para determinar el porcentaje de cenizas totales en el material vegetal seco se

presenta en el diagrama de la Figura 7

Procedimiento para determinar el porcentaje de cenizas totales

Colocar una capsula de Dejar enfriar la capsula de Pesar en una balanza analitica
porcelana en la estufa a P| porcelana en el desecador a |——3»| la capsula de porcelana hasta
100°C durante 30 min. temperatura ambiente obtener una masa constante

v

Pesar 1g de la muestra en la 3
balanza analitica

Poner la muestra en la
capsula de porcelana
anteriormente tarada

3 Colocar en la mufla a 600°C
durante 2 h.

v J
Dejar enfriar la capsula con la Pesar en una balanza analitica Calcular el porcentaje de
ceniza en el desecador a — hasta obtener una masa —— | cenizas totales con la formula
temperatura ambiente constante correspondiente

Figura 7 Diagrama del procedimiento para determinar el porcentaje de cenizas totales
Fuente: (Gutiérrez, 2021).
Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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3.6 Obtencion del extracto etanélico

Se pesd 30 g de material vegetal seco en una balanza analitica marca Mettler Toledo-
MS304, el material vegetal se deposit6 en un frasco boeco con 200 mL de etanol al 96%. El frasco
fue almacenado por siete dias a temperatura ambiente, oscuridad y agitacion periodica. Al finalizar
el proceso de maceracion se realizé una filtracion al vacio y el producto del filtrado fue colocado

en el rotavapor durante 30 minutos a 40°C y 60 rpm, para obtener el concentrado de los extractos,

siguiendo la metodologia propuesta por Pesantes et al. (2019).

3.7 Control de calidad del extracto etanélico

3.7.1 Solidos totales

El proceso para determinar el porcentaje de sélidos totales en el extracto etanolico se

presenta en el diagrama de la Figura 8.

Colocar una cdpsula de
porcelana en la estufa a
100°C durante 30 min.

>

Dejar enfriar la cdpsula de
porcelana en el desecador a
temperatura ambiente

Procedimiento para determinar solidos totales

>

Transferir 5 mL del extracto
etanolico en la capsula de
porcelana previamente tarada

)

v

Colocar la cépsula de
porcelana con el extracto en
la mufla a 550°C durante 2
horas

—»

Dejar enfriar la capsula de
porcelana en el desecador a
temperatura ambiente

Figura 8 Diagrama del procedimiento para determinar sélidos totales
Fuente: (Guzman et al., 2020).
Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Pesar en una balanza analitica
y calcular los solidos totales
con la formula
correspondiente

3.7.2

Indice de refraccion

24




El proceso para determinar el indice de refraccion del extracto etandlico se presenta en el

diagrama de la Figura 9.

Procedimiento para determinar el indice de refraccién

Mover el prisma de refraccion
hasta observar una escala
graduada

J

Calibrar el refractdmetro con > Colocar la muestra en el 3
agua destilada prisma de refraccion

v

Enfocar la luz por medio del
espejo hasta observar un
angulo en el lente

Determinar por el visor el
3 valor del indice de refraccion
que se registra en la escala
graduada

Figura 9 Diagrama del procedimiento para determinar el indice de refraccion
Fuente: (Guzmén et al., 2020).
Elaborado por: (Las autoras, 2024).

3.7.3 Determinacién de pH

El proceso para determinar el pH del extracto etandlico se presenta en el diagrama de la

Figura 10.

Procedimiento para determinar el pH

Calibrar el electrodo del Eervar el elechodo déliequipo Transferir 50 mL del extracto
i - ar el electrodo del eq i
potenciometro con un buffer fF— : —P»|  etandlico en un vaso de
I con agua destilada

de calibracion precipitacion

Introducir el electrodo en el T Al terminar la medicion del
vaso de precipitacion hasta |—— gy e o PATAL 9 pH repetir el proceso de
) iniciar la lectura
cubrirlo con el extracto lavado del electrodo

Figura 10 Diagrama del procedimiento para determinar pH
Fuente: (Guzmén et al., 2020).
Elaborado por: (Las autoras, 2024).

25



3.8 Tamizaje fitoquimico

3.8.1 Identificacion de fenoles

Prueba de cloruro férrico: En un tubo de ensayo se colocd 1 mL de extracto etandlico y 1
mL de cloruro férrico al 1%. Si se observa una coloracion roja a vino el resultado se considera
positivo (Garcia et al., 2020).

3.8.2 Identificacion de taninos

Prueba de cloruro férrico: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto etanolico, 1 mL
de cloruro férrico al 5% y 1 mL de solucion salina. Si se observa una coloracion verde marrén
intenso o azul el resultado se considera positivo (Garcia et al., 2020).

3.8.3 Identificacion de flavonoides

Prueba de Shinoda: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto etandélico, 1 mL de
acido clorhidrico concentrado y 1 cm de cinta de magnesio, se homogenizé la muestra y se dejo
reposar por 5 minutos. Si se observa una coloracién amarilla, naranja o roja el resultado se
considera positivo (Garcia et al., 2020).

3.8.4 ldentificacion de saponinas

Prueba indice de espuma: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto etandlico y 5mL
de agua destilada, se agitd la muestra por 30 segundos. Si se observa una espuma constante por 2
minutos el resultado se considera positivo (Garcia et al., 2020).

3.8.5 Identificacion de glucdsidos cardiotdnicos
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Prueba de Kedde: En un tubo de ensayo se coloco 1 mL de extracto etandlico y 1 mL del
reactivo de Kedde, se homogenizé la muestra y se dejo reposar por 10 minutos. Si se observa una
coloracion viol&cea durante 1 a 2 horas el resultado se considera positivo (Lara et al., 2020).

3.8.6 ldentificacion de resinas

Prueba de resina: En un tubo de ensayo se colocé 2 mL de extracto etandlico y 10 mL de
agua destilada. Si se observa la presencia de precipitados el resultado se considera positivo (Lara
et al., 2020).

3.8.7 Ildentificacion de lactonas

Prueba de Baljet: En un tubo de ensayo se colocd 1 mL de extracto etandlico y se adiciond
4 gotas del reactivo de Baljet. Si se observa una coloracion o precipitado rojo el resultado se
considera positivo (Lara et al., 2020).

3.8.8 Identificacidn de triterpenos esteroides

Prueba de Liebermann Burchard: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto etandlico
y se dejo evaporar el solvente en la estufa marca Memmert™ a 100°C toda la noche, luego se
redisolvio el residuo en 1 mL de cloroformo, a continuacion, se agregé 1 mL de anhidrido acético
y se homogenizd la muestra, finalmente se resbald por las paredes del tubo 3 gotas de acido
sulfurico concentrado sin agitar. Si se observa una coloracion roja, rosada, verde, naranja, purpura
0 azul en la interfase el resultado se considera positivo (Lara et al., 2020).

3.8.9 Identificacion de alcaloides

Prueba de Dragendorff: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto etandlico y se
dejo evaporar el solvente en la estufa marca Memmert™ a 100°C toda la noche, luego se redisolvio

el residuo en 1 mL de acido clorhidrico al 1% y se homogenizé la muestra. Después se agregoé 3
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gotas del reactivo de Dragendorff y se dejo reposar la muestra por 2 minutos. Si se observa un
precipitado o coloracion roja o anaranjado el resultado se considera positivo (Garcia et al., 2020).

3.8.10 Identificacién de catequinas

Con una capilar se tomé una gota del extracto etanélico y se coloca sobre un disco de papel
filtro, sobre la mancha se agregd una gota de solucion de carbonato de sodio 2 M. La muestra se
expuso a la luz UV en una camara de luz ultravioleta marca CAMAG® a una longitud de onda de
366 nm. Si se observa una mancha verde carmelita en la exposicién a la luz UV el resultado se
considera positivo (Lara et al., 2020).

3.8.11 Identificacion de cumarinas

Con una capilar tomar una gota del extracto etandlico y se coloca sobre un disco de papel
filtro, sobre la mancha agregar una gota de hidroxido de potasio 0.5 M. La muestra se expuso a la
luz UV en una cdmara de luz ultravioleta marca CAMAG® a una longitud de onda de 366 nm. Si
se observa fluorescencia en la exposicion a la luz UV el resultado se considera positivo (Lara et
al., 2020).

3.9 Evaluacioén de la actividad antibacteriana

La evaluacién de la actividad antibacteriana de Solanum nigrum y Malva sylvestris se
realizd en base a la metodologia propuesta por Pérez & Rivas (2021).

3.9.1 Preparacion del inoculo bacteriano

Para el crecimiento de las bacterias Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538P), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) y Staphylococcus epidermidis (ATCC
14990) proporcionadas por el laboratorio del Girdn de la Universidad Politécnica Salesiana. Para

la activacion de las bacterias se procedio a depositar 5 colonias de cada bacteria en tubos de ensayo
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con tapa rosca que contenian 10 mL de caldo soja tripticaseina (TSB). Los tubos se dejaron en una
incubadora de agitacion serie TE-420 por 24 horas a 60 rpm y una temperatura de 35°C. Al finalizar
el tiempo de incubacion se procedié a estandarizar el numero aproximado de bacterias segun la

escala McFarland (0,05), en suspension de solucién salina (NaCl 0,9%).

Para elaboracion de la escala McFarland, se desecho el sobrenadante del caldo TSB y se
agregd 5 mL de solucién salina estéril, a continuacion, se homogeniz6 la muestra en un vortex y
se midio la absorbancia de la dilucion en un espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm.
Se debe afiadié solucion salina hasta llegar a tener una absorbancia de 0,200 que equivale a 1,5%108
UFC/mL.

3.9.2 Elaboracidn del antibiograma

Se tom6 100 ul de inéculo bacteriano de escala McFarland y se colocé sobre el medio de
cultivo Muller Hinton contenido en una caja petri, inmediatamente se procedié a extender
uniformemente en la superficie con un asa de Drigalsky de vidrio. En las cajas petri preparadas, se
utiliz6 discos de papel filtro estériles de aproximadamente 6 mm de didmetro. En cada disco se
afiadio con una micropipeta 10 pl de las soluciones a ensayar y se colocaron con una pinza metalica
estéril sobre el medio de cultivo inoculado ejerciendo una ligera presion. El orden y el contenido
de los discos se detalla en la Tabla 6. Finalmente se colocaron las cajas petri en una incubadora
marca Memmert™ a 35°C durante 24 horas en posicion invertida. Todo el procedimiento se lo

realizé en una cabina de flujo laminar.

Tabla 6 Composicion de los discos de papel filtro para la elaboracién del antibiograma

N°# Disco Contenido
1 Extracto etandlico a 2500 ppm
2 Extracto etandlico a 5000 ppm
3 Extracto etan6lico a 10000 ppm
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5 Control negativo — Agua esteril

6 Control positivo — Antibidtico gentamicina
Elaborador por: (Las autoras, 2024).

3.9.3 Interpretacion de resultados

Al finalizar el periodo de incubacion, se realizd la medicion de los halos de inhibicion
utilizando un calibrador pie de rey y se comparé los valores obtenidos frente a una escala de
sensibilidad.

3.10 Evaluacion de la actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante de Solanum nigrum y Malva sylvestris se realizd
en base a la metodologia propuesta por Arones Jara et al. (2022) y Torrenegra et al. (2019).

3.10.1 Preparacion de la solucién DPPH

En una balanza analitica marca Mettler Toledo-MS304 se pesé 10 mg del reactivo DPPH y
se disolvio en etanol al 96%, aforando a un volumen de 250 mL. El balén de aforo se cubri6 con
papel aluminio y se refrigerd hasta el momento de su uso debido a que es un reactivo fotosensible.

3.10.2 Preparacion del estdndar de &cido ascorbico

A partir de una solucién madre de acido ascorbico a una concentracién de 400 ppm, se
prepararon soluciones de 0,10,20,40,60,80 y 100 ul y se agreg6 a cada uno 2900 ul de DPPH. Se
ajustd el volumen final de cada solucién a 3 mL con etanol al 96%.

3.10.3 Preparacion de las soluciones de extracto a analizar

La muestra madre se prepar0 tomando 1 mL de cada extracto vegetal y disolviendo en
etanol al 96%, aforando a un volumen de 10 mL. A partir de la muestra madre se prepararon en
frascos &mbar de 5mL las soluciones a ensayar. La composicion de las soluciones se detalla en la

Tabla 7y Tabla 8.
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Tabla 7 Preparacion de extractos de Malva sylvestris para evaluar la actividad antioxidante.

# Frasco Extracto (ul) Etanol (ul) | DPPH (ul)
1 0 100 2900
2 10 90 2900
3 20 80 2900
4 40 60 2900
5 60 40 2900
6 80 20 2900
7 100 0 2900

Elaborado por: (Las autoras, 2024).
Tabla 8 Preparacion de extractos de Solanum nigrum para evaluar la actividad antioxidante.

# Frasco Extracto (ul) Etanol (ul) | DPPH (ul)
1 0 300 2900
2 50 250 2900
3 100 200 2900
4 150 150 2900
5 200 100 2900
6 250 50 2900
7 300 0 2900

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Las muestras se agitaron a 200 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, al finalizar
este tiempo se colocaron las muestras en celdas de vidrio para medir la absorbancia en el
espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 517 nm. Es importante mencionar que el
equipo fue encerado con etanol al 96% y que las lecturas se realizaron de forma ascendente
iniciando con el blanco de la muestra correspondiente al frasco nimero uno.

3.10.4 Determinacion del porcentaje de inhibicion e 1C50

El porcentaje de inhibicion se determing a través de la Ecuacion 1, con este valor se
construyd la gréfica porcentaje de inhibicion vs concentracion que va a permitir expresar los

resultados como una concentracion ICs.

A, — A
AA(%)=[ bA m]xlOO
b
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Ecuacion 1 Determinacion del porcentaje de Inhibicion
Donde:
A,, = Valor de la asborbancia de la muestra
Ap = Valor de la asborbancia del blanco

3.11 Evaluacién de la actividad toxicol6gica

La evaluacién de la actividad toxicoldgica de Solanum nigrum y Malva sylvestris se realiz6
en base a la metodologia propuesta por Fidalgo et al. (2009).

3.11.1 Descapsulacion

En una balanza analitica marca Mettler Toledo-MS304 se pes6 1g de huevos de Artemia
salina y se colocaron en un vaso de precipitacion para hidratarlos con 1 L de agua destilada durante
30 minutos, a continuacion, se agregd 50 mL de hipoclorito de sodio al 5% y se homogeniz6 con
un aireador de pecera por 3 minutos. Repetir este paso hasta llegar a utilizar 250 mL de hipoclorito
de sodio. Finalmente, con papel filtro se filtrd la solucidn y se enjuago los huevos cinco veces con

agua destilada.

3.11.2 Incubacién de huevos

En una pecera se agregé 2200 mL una solucion de cloruro de sodio al 2% preparada
disolviendo en agua destilada 44 g de sal en grano. El pH de 8 a 8,5 se ajusté mediante una solucion
de bicarbonato de sodio al 10%, afiadiendo 1 mL en la solucion salina. Se coloc6 un aireador de
pecera para mantener la oxigenacion de la solucién y posteriormente se agregd los huevos sin
capsulas de recubrimiento, dejando en incubacién a 24°C durante 48 horas.

3.11.3 Ensayo de toxicidad
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Se prepard una solucion patron de extracto en etanol a una concentracion de 100 pg/mL y
se dejo en reposo por 24 horas a temperatura ambiente. De la solucion patron se tomé 125, 250 y
500 pl de extracto que se aforé a 5 mL con solucion salina al 2%, para obtener las concentraciones
de 25,50 y 100 pg/mL respectivamente. Con una pipeta Pasteur se colocaron 10 nauplios en cada
caja petri y luego se adiciond las concentraciones de extracto a ensayar en cada caja. Las cajas petri
fueron incubadas en una camara climatica marca BINDER™ a 24°C durante 24 horas. EIl control

negativo fue agua salina y el control positivo etanol al 96 %.

3.11.4 Conteo de nauplios muertos

Al final de la incubacion, se contabiliz en un estereoscopio los nauplios muertos, tomando

en cuenta que los nauplios que no se mueven en 20 segundos, se consideran muertos.

3.11.5 Concentracion letal 50 y grado de toxicidad

El porcentaje de mortalidad se determiné a través de la Ecuacion 2, mediante el anélisis
estadistico PROBIT se establecieron los valores de CLs, para posteriormente determinar el grado

de toxicidad comparado la CL5, con la escala que se detalla en la Tabla 9.

YMortalidad Individuos vivos pruebas — Individuos vivos control 100
ortalidad =
0 Individuos vivos control

Ecuacion 2 Determinacion del porcentaje de mortalidad

Tabla 9 Escala del grado de toxicidad

CLs, (Hg/mL) Grado de toxicidad
1-10 Extremadamente toxico
10-100 Altamente toxico
100-500 Moderadamente toxico
500-1000 Ligeramente toxico
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1000-1500 Practicamente no téxico

>1500 Relativamente inocuo

Fuente: (Fidalgo et al., 2009).

Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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4 Resultados y Discusion

4.1 Recoleccién del material vegetal y elaboracion de la carpeta boténica

El ejemplar prensado de las especies vegetales del presente estudio se llevo al Herbario de
la Universidad Politécnica Salesiana para su identificacion taxonémica. En el Herbario de la UPS-
Sede Quito se elabord la carpeta botanica y se registraron las plantas con un cédigo de coleccion.
Los codigos asignados para cada especie fueron: 4834 Malva sylvestris y 4835 Solanum nigrum.

En la Figura 11 se observan los resultados del montaje y etiquetado de las especies en estudio.

Carpeta boténica de Malva sylvestris y Solanum nigrum aprobadas por el Herbario de la Universidad
Politécnica Salesiana.

Figura 11 Carpeta botéanica de las especies estudiadas.
Nota: La imagen de la derecha corresponde a la especie M. sylvestris mientras que la de la izquierda a S. nigrum
Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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4.2 ldentificacién molecular

La identificacion molecular de Solanum nigrum y Malva sylvestris se realizd con el
marcador molecular matK por duplicado como se observa en la Figura 12. El resultado obtenido
de la muestra 4835 correspondiente a S. nigrum indica bandas en 500 bp, sefialando una
concentracion de ADN aproximada de 20 a 100 ng/pL, mientras que los resultados de la muestra
4834 correspondiente a M. sylvestris indican bandas en 100 y 300 bp, sefialando una concentracion

de ADN aproximada de 10 a 50 ng/pL.

Regién matK de los productos PCR de S nigrum y M. sylvestris

O'GeneRuler Express
DNA Ladder ng/0.5ug %

(bp)

Agarose

Figura 12 Gel de electroforesis de la regién matk de los productos PCR

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

4.2.1 Analisis bioinformatico

En el andlisis bioinformatico se trabajé con las secuencias recibidas por la compafiia
Macrogen. En las secuencias se limpid el ruido de fondo como se muestra en el Anexo 9. Las
muestras 4834 y 4835 se compararon en la plataforma BOLDSystems, que es una base de datos de
referencia donde se encuentra informacion sobre cddigos de barras de ADN. Los resultados de este

estudio fueron los siguientes: la muestra 4834 con una similitud de 99.10% con respecto a Malva
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sylvestris y su E-value con un valor menor a 2; mientras que para la muestra 4835 tuvo una similitud
de 99.65% con respecto a Solanum nigum, con un E-Value igual a cero. Los resultados de similitud

se visualizan en el Anexo 10.

4.3 Control de calidad del material vegetal seco

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del analisis del contenido de humedad
y cenizas totales determinados en el material vegetal seco de Solanum nigrum y Malva sylvestris.
Los resultados obtenidos establecen valores que se encuentran dentro de los limites permitidos por
la Organizacién Mundial de la Salud, correspondiente a valores inferiores al 12% para humedad y
14% para cenizas totales (Lara et al., 2020). Asi, el material vegetal seco de las especies en estudio
cumple con los pardmetros de calidad para preparar extractos. El ensayo se realizé por triplicado

como se detalla en el Anexo 2.

Tabla 10 Resultados del porcentaje de humedad y cenizas totales

Especie vegetal Porcentaje de Humedad | Porcentaje de cenizas totales
% %
Solanum nigrum | Hojas 2,12 9,75
Tallos 5,17 13,84
Malva sylvestris Hojas 2,38 12,48
Tallos 4,92 9,90

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

4.4 Obtencién del extracto etanélico

El volumen de extractos obtenidos por el proceso de maceracion y concentracion en
rotavapor arrojo los siguientes volumenes finales: para Solanum nigrum 30 mL en hojas y 65 mL
en tallos y para Malva sylvestris 20 mL en hojas y 15 mL en tallos. Los extractos se almacenaron

en frascos ambar en refrigeracion.
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45 Control de calidad del extracto etanélico

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del control de calidad de los extractos
etandlicos. Los valores para Malva sylvestris son similares a los obtenidos por Sarmiento-Tomala
et al. (2020), quienes mencionan que los parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohdlico
de M. sylvestris son: indice de refraccién 1,36, solidos totales 1,88 y un pH cercano a neutro con
un valor de 6,20. Por otro lado, para la especie S. nigrum no se han encontrado estudios previos
que detallen valores especificos de estos parametros de calidad para ser comparados. Los ensayos
se realizaron por triplicado como se detalla en el Anexo 3.

Tabla 11 Resultados de los pardmetros fisicoquimicos de los extractos vegetales

Especie vegetal indice de refraccion Solidos totales pH
Solanum Hojas 1,36 1,60 6,55
nigrum

Tallos 1,36 0,70 5,81
Malva Hojas 1,36 1,58 6,42
sylvestris

Tallo 1,35 1,28 6,03

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

4.6 Tamizaje fitoquimico

Los resultados del tamizaje fitoquimico de las especies vegetales se presentan en la Tabla

12 y los resultados de manera visual de las pruebas cualitativas se muestran en el Anexo 6.

Tabla 12 Resultado s de la identificacion cualitativa de compuestos fitoquimicos

Compuestos Solanum nigrum Malva sylvestris
fitoquimicos - -
g Hojas Tallos Hojas Tallos
Fenoles - - - -
Taninos + + + +
Flavonoides - - - -
Saponinas - - + -
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Glucosidos cardioténicos - - - -
Resinas - - - -
Lactonas - - - -
Triterpenos
Alcaloides

Catequinas

Cumarinas

Nota: Presencia (+) y Ausencia (-)
Elaborado por: (Las autoras, 2024).

+|+|+ |+
+|+|+ |+

En Solanum nigrum se registrd la presencia de taninos, triterpenos, alcaloides y cumarinas
en hojas y tallos, no obstante, solo en hojas hubo resultados positivos para catequinas. Los
resultados coinciden con los obtenidos por Caceres & Maza (2023) y Lopez (2022). Sin embargo,
se obtuvieron resultados negativos para flavonoides, saponinas, lactonas y fenoles, lo que
concuerda con los hallazgos de Cafion & Menco (2018) y Lopez (2022). Por ultimo, la ausencia de
glucdsidos cardiotonicos y resinas en los extractos se respaldan con la evaluacion realiza por

Aronés Jara et al. (2022).

En las hojas y tallos de Malva sylvestris se identificd la presencia de taninos, triterpenos,
alcaloides y cumarinas, mientras que saponinas y catequinas estuvieron presentes unicamente en
las hojas. Resultados similares obtuvo Sarmiento-Tomala et al. (2020), quienes reportaron un alto
contenido de estos compuestos en extracto etandlico de hojas, asi como la ausencia de glucésidos
cardiotonicos y resinas. De igual manera en el estudio realizado por Reza et al. (2020), detallaron
la existencia de los mismos compuestos fitoquimicos en extracto etandlico de hojas y tallos,
coincidiendo en la ausencia de saponinas en ambos extractos.

4.7 Actividad antibacteriana

Los resultados de la actividad antibacteriana mediante el método Kirby-Bauer se presentan

en la Tabla 13. Los ensayos realizados para S. nigrum con Salmonella typhimurium y Escherichia
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coli no presentaron formacion de halos de inhibicion a las 24 horas permaneciendo este resultado
hasta las 48 horas de incubacion, mientras que para Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis se observaron halos de inhibicién de 13 mm a 17 mm en hojas respectivamente y de
10 mm a 15 mm en tallos respectivamente a las 24 horas, manteniéndose el resultado hasta las 48

horas de incubacion.

Los ensayos realizados para M. sylvestris, con Salmonella typhimurium y Escherichia coli
no presentaron formacion de halos de inhibicion a las 24 horas permaneciendo este resultado hasta
las 48 horas de incubacién. mientras que para Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
se observaron halos de inhibicion de 15 mm a 20 mm en hojas y tallos respectivamente a las 24
horas, manteniéndose el resultado hasta las 48 horas de incubacion. Al revisar a las 24 horas se
pudo observar el inicio de crecimiento de microorganismos al interior de los halos de inhibicion en
ambas especies. Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados visuales de los

antibiogramas mas representativos se muestran en el Anexo 7

Con la finalidad de establecer halos francamente limpios se realiz6 nuevamente el ensayo
para estas dos bacterias y se considero revisar las cajas cada hora a partir de las 11 horas de
incubacion. Con esto se logré establecer que a partir de las 16 horas de incubacién se presentd
halos de inhibicién francos sin presencia de colonias al interior de los mismos, como se muestra en
el Anexo 8

Tabla 13 Resultados de la evaluacion antibacteriana de los extractos vegetales a las 24 y 48 horas

Halos de inhibicion para cada microorganismo (mm)

Concentracion
Muestra

(ppm) E.coli | S.aureus | S.epidermidis | S.typhimurium

2500 - - - -
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Solanum | Hojas 5000 - - - -
nigrum
10000 - - - -
2500 - - - -
Tallos 5000 - - - -
10000 - - - -
2500 - - - -
5000 - - - -
Hojas
10000 - - - -
Malva
sylvestris 2500 ) ) ) )
Tallos 5000 - - - -
10000 - - - -
Antibiotico gentamicina 2369 3168 36,45 25.76
Control positivo
Agua estéril ] ] ] ]
Control negativo

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Esta novedad en los resultados puede deberse a que la concentracion del extracto no es
suficiente para mantener la actividad antibacteriana por 24 horas, se deberia realizar el ensayo con
concentraciones mas altas. Lo que determinaria que los resultados se encuentran relacionados con
los indicados en la investigacion de Villalobos (2019) que menciona que el extracto
hidroalcohdlico de S. nigrum, posee actividad antimicrobiana frente a S. aureus, registrando un
promedio de 19 mm en el tamafio de los halos de inhibicion. Por otro lado, Alarcén et al. (2019) y
Balavivekananthan et al. (2021) realizaron la evaluaciéon antimicrobiana con especies del género
Solanum, reportando que los extractos vegetales presentan actividad contra Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis, mientras que frente a Escherichia coli y Salmonella typhimurium,

existe minima a nula inhibicién del crecimiento bacteriano.
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De acuerdo con Shadid et al. (2021), Fathi et al. (2022) y Dowek et al. (2020) reportaron
que el extracto de M. sylvestris presenta actividad antibacteriana contra S. aureus y que la actividad
contra E. coli es débil. Sin embargo, en el estudio realizado por Zahid et al. (2023) menciona que
no se evidencia accién antibacteriana contra E. coli, S. epidermidis y S. areus. Por otro lado,
Dehghani & Saeidi (2023) encontraron que S. typhimurium es sensible al extracto etandlico a una
concentracion de 50 mg/mL.

4.8 Actividad antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH se presentan en la
Tabla 14. El ensayo se realiz6 por triplicado para cada extracto como se detalla en el Anexo 4.

Tabla 14 Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos vegetales

Muestra Volumen de | Concentracion | Absorbancia | %o Inib. ICs
la muestra (mg/mL) 517 nm DPPH (mg/mL)
(uL)
0 0 0,9901 0
10 0,50 0,9303 6,03
20 1,00 0,8631 12,83
Hojas 40 2,00 0,7757 21,65 6,728
60 3,00 0,6365 35,71
Malva 80 4,00 0,5541 44,03
sylvestris
100 5,00 0,4627 53,26
0 0 0,9901 0
20 1,33 0,9383 5,22
Tallos 40 2,66 0,7241 26,86 5,048
60 4,00 0,5783 41,59
80 5,33 0,5101 48,48
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100 6.66 03966 50,94
0 0 0.9294 0
50 1.56 0.7971 14.24
100 312 07177 22.78
Hojas 150 4.68 0.6419 30,03 6,509
200 6.25 05494 40,88
250 781 05168 44,39
Solanum 300 9.37 04537 51.18
nigrum
0 0 0.9294 0
50 0.72 0.9254 0.43
150 2.16 0.8958 361
Tallos 25,852
200 288 0.8541 8.10
250 3.60 0.8603 743
300 432 0.8452 9.06

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

En la Figura 13, Figura 14 , Figura 15 y Figura 16 se observa las curvas de calibracién
obtenidas para determinar la concentracion de inhibicion del 50% del radical DPPH o ICs,. Se
observa que existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion y el porcentaje
de inhibicion, porque a medida que se aumenta la concentracién de los extractos también aumenta

la inhibicion del DPPH.
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Inhibicion de DPPH del extracto de hojas de

Solanum nigrum

60

y = 8.2851x - 3.9358

50
R2=0.9748

40
30

20

% Inhibicion de DPPH

0 1.56
Concentracion del extracto (mg/mL)

3.12 468 6.25 7.81 9.37

Figura 13 Gréfica del porcentaje de inhibicién del extracto de
hojas de S. nigrum

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Inhibicién de DPPH del extracto de tallos de

Solanum nigrum

12

y = 2.0232x - 2.3054
R2 = 0.9007

10

% Inhibicion de DPPH

0 0.7210 2.1632 2.8843 3.6054 4.3265

Concentracion del extracto (mg/mL)

Figura 14 Grafica del porcentaje de inhibicion del extracto de
tallos de S. nigrum

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Inhibicion de DPPH del extracto de hojas de

Malva sylvestris

60

y =9.2382x - 12.162
R2=10.9877

50

40

30

20

10

% Inhibicion de DPPH

0 0.50 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
-10

Concentracion del extracto (mg/mL)

Figura 15 Gréfica del porcentaje de inhibicion del extracto de
hojas de M. sylvestris

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

Inhibicion de DPPH del extracto de tallos de

Malva sylvestris

70
60

y =12.691x - 14.067
R2=0.9736

50
40
30
20
10

% Inhibicion de DPPH

0 1.33 2.66 4.00 5.33
Concentracion del extracto (mg/mL)

10 6.66

Figura 16 Gréfica del porcentaje de inhibicidn del extracto de
tallos de M. sylvestris

Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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Los valores de ICs, se determinaron segun las ecuaciones generadas en las curvas de
calibracién, las regresiones lineales sefialan valores cercanos a 1, lo que establece que son
ecuaciones confiables para calcular el ICsy, cifra necesaria para establecer la capacidad

antioxidante de cada extracto.

En la Figura 17 se comparan los valores de IC¢, de los extractos de las especies vegetales

del presente estudio.

Valores de IC, (mg/mL) de los extractos etandlicos

25.852
30

25
20

6.509 5.0482 6.7287
10
: P o 0
0
Hierba Mora Hierba Mora Malva Tallos Malva Hojas
Tallos Hojas

Figura 17 Comparacién de los valores de 1C50 (mg/mL) de los extractos vegetales

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

En base a la comparacidn entre los extractos etanélicos de hojas y tallos de las especies en
estudio, se determino que los resultados de la capacidad antioxidante son: el extracto de tallos de
M. sylvestris tiene una alta capacidad antioxidante con un ICg, = 5,048 mg/mL, seguido de los
extractos de las hojas de S. nigrum y M. sylvestris que presentan capacidad antioxidante con ICs,
iguales a 6,509 mg/mL y 6,728 mg/mL respectivamente, sin embargo, en el extracto de tallos de

S. nigrum se evidencio una actividad antioxidante no significativa con un valor de ICg, = 25,85
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mg/mL. Esto se determina considerando que a menor valor de ICs,, mayor serd la capacidad

antioxidante de las muestras.

Con respecto a los resultados obtenidos de M. sylvestris se puede establecer que coinciden
con los obtenidos por Moualek et al. (2020) y Boutennoun et al. (2019) quienes mencionan que
esta especie vegetal tiene alta capacidad antioxidante debido a que presenta una notable actividad
para reducir los radicales DPPH, de igual manera confirman que a medida que aumenta la
concentracion del extracto lo hace también el efecto de eliminacion de los radicales libres y que las
concentraciones con los porcentajes mas altos de inhibicion fueron a 100 pg/mL y 125 pg/mL de
extracto con valores de 55,21% y 76.11% respectivamente.

El estudio realizado por Sivaraj et al. (2020), respalda los resultados de la presente
investigacion respecto al extracto de hojas de S. nigrum, porque los autores mencionan que existe
una alta capacidad antioxidante en hojas y se contempla que a mayor concentracion de extracto
mayor eliminacién de radicales libres. Los porcentajes de inhibicion fueron 73,16 +5,12% en una
concentracion de 120 pg/mL. Sin embargo, en el extracto de tallos no se encontré una buena
capacidad antioxidante concordando con Chen et al. (2022), quienes mencionan que la mayor

capacidad antioxidante de la especie es cuestion se encuentra en los frutos.

4.9 Actividad toxicoldgica

Los resultados de la actividad toxicoldgica se muestran en la Tabla 15 donde se especifican
los valores de CLso para cada especie. El ensayo se realizé por duplicado como se detalla en el

Anexo 5.
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Tabla 15 Resultados de la evaluacion de la actividad toxicologica de los extractos vegetales

Especie vegetal | Concentracion Promedio Valor Logaritmo CLso
(ng/mL) % Mortalidad | Probit | Concentracion
(Mg/mL)
25 40 4,75 1,3979
Hojas 50 50 5,00 1,6990 38,90
Solanum 100 80 5,84 2,000
nigrum 25 20 4,16 1,3979
Tallos 50 35 4,61 1,6990 56,23
100 80 5,84 2,0000
25 100 7,33 1,3979
Hojas 50 45 4,87 1,6990 77,62
Malva 100 50 5,00 2,0000
sylvestris 25 90 6,28 1,3979
Tallos 50 100 7,33 1,6990 3,66
100 100 7,33 2,0000

Elaborado por: (Las autoras, 2024).

En la actividad toxicoldgica de S. nigrum, se encontraron valores de CLs iguales a 38,90

pmg/mL y 56,23 pg/mL para hojas y tallos respectivamente. De acuerdo con la Tabla 9

correspondiente a datos de referencia de una escala de toxicidad, los datos de CLso reportados

indican que la especie es altamente toxica. Resultados similares obtuvieron Cafion & Menco (2018)

para una especie del género Solanum, quienes evaluaron la actividad toxicoldgica de Solanum

crinitipes e indicaron que tanto las hojas y tallos presentan componentes toxicos.

Los valores de CLsg para M. sylvestris fueron de 77,62 ug/mL y 3,66 pug/mL para hojas y

tallos respectivamente, conforme con la Tabla 9 estas cifras nos reflejan que las hojas son

altamente toxicas y los tallos extremadamente toxicos. De acuerdo con Bussmann et al. (2009),
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reportaron que M. sylvestris es altamente toxico. Si embargo, en la investigacion de Sandoval et
al. (2020) y Costa et al. (2022), se indica que la especie vegetal en cuestion es moderadamente
toxica. Con respecto a la diferencia de resultados se puede establecer al tipo de extracto en la
investigacion. En los estudios de comparacion se utilizaron extractos hidroalcohélicoa y tintura a

diferencia de la presente investigacion que fue extracto etandlico por maceracion.
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5 Conclusiones y Recomendaciones
En el presente estudio se logrd identificar mediante secuencias Barcode a las especies
vegetales en estudio, afirmando con certeza que corresponden a Solanum nigrum y Malva

sylvestris.

En cuanto al objetivo planteado se puede establecer que las dos especies en estudio
presentan una potencial actividad antioxidante y antibacteriana. En las infecciones intramamarias
los microorganismos patdgenos alteran las células polimorfonucleares y la actividad antibacteriana
de los neutrdfilos se genera a traves del estallido respiratorio, que produce radicales libres como el
hidroxilo y el oxigeno. Estos radicales son esenciales para la respuesta al agente causante de
mastitis. Un estado de estrés oxidativo ocurre cuando el nivel de radicales libres supera la respuesta
antioxidante endogena del animal y en exceso provocan dafio tisular (Aranguren et al., 2017). En
base a lo expuesto anteriormente, se puede considerar a S. nigrum y M. sylvestris como alternativas

terapéuticas para el tratamiento de la mastitis en el ganado vacuno.

Una vez finalizada la investigacion tedrica y préactica se concluye que: la caracterizacion
fitoquimica de los extractos etandlicos de hojas y tallos de Solanum nigrum y Malva sylvestris
demostro la presencia de taninos, triterpenos, alcaloides, cumarinas y catequinas Unicamente en
hojas. Los metabolitos secundarios mencionados, pueden ser aprovechados dentro del campo de la
Biotecnologia para la elaboracion de nuevas formulaciones farmacéuticas ya que poseen

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas.

En la actividad antibacteriana de las especies vegetales la lectura del cultivo debe
planificarse considerando intervalos de lecturas. En el presente estudio se obtuvieron resultados de

inhibicion franca a partir de las 16 horas de incubacion en S. epidermidis y S. aureus, sin embargo,
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a las 24 y 48 horas respectivamente se observo la presencia de colonias dentro del halo de

inhibicién.

Para la evaluacion antioxidante, los valores de ICs, revelaron que las hojas de ambas
especies y tallos de M. sylvestris poseen una buena capacidad antioxidante y que a medida que se
aumenta la concentracion mayor es la capacidad para atrapar los radicales libres. No obstante, en
la evaluacion toxicoldgica en base a los valores del porcentaje de mortalidad y CLso se encontrd
que las hojas de las dos especies y los tallos de S. nigrum son altamente tdxicos, mientras que los
tallos de M. sylvestris corresponden a una categoria de extremadamente toxico. Para futuros
estudios se sugiere realizar bioensayos en animales superiores y considerar extractos obtenidos por

percolacion.

Se recomienda realizar estudios similares con Solanum nigrum y Malva sylvestris
recolectadas en diferentes temporadas del afio para determinar la época donde existe mayor
concentracion de metabolitos secundarios y continuar investigando sobre las propiedades

farmacoldgicas para su potencial uso en la elaboracion de un producto farmacéutico.
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7

AnNexos

Anexo 1 Condiciones del termociclador para el proceso de amplificacién de secuencias

S. nigrum M. sylvestris
Etapas Temperatura . Temperatura . Ciclos
o Tiempo o Tiempo
C C
Desnaturalizacion . 5
inicial % > minutos % minutos
1
Desnaturalizacion 08 10 08 10
segundos segundos
Alineamiento 10 10
535 segundos 55 segundos
40
Extension 40 17
72 segundos 72 segundos
Extension final . 10
72 1 minuto 72 minutos .
Mantenimiento 4 00 4 0

Elaborado: (Las autoras, 2024)

56




Anexo 2 Resultados control de calidad del material vegetal seco

Solanum nigrum
Hojas Tallos

El E2 E3 |Promedio | Humedad El E2 E3 |Promedio Humedad

@ | @ | (9 (9) % @ | (9 (9) (9) %
M1| 0,462 | 0,408 | 0,405 | 0,425 M1| 0,477 | 0,625 | 0,456 | 0,519
M2| 1,471 | 1,415 | 1,412 1,433 2,12 M2| 1,480 | 1,629 | 1,460 1,523 517
M3| 1,451 | 1,393 | 1,389 | 1,411 M3| 1,429 | 1,574 | 1,411 | 1,471

El E2 E3 |Promedio| Cenizas El E2 E3 |Promedio Cenizas

@ | @ | (9 )] % @ | @ | (9 (@) %
P1|21,288|23,945|23,725| 22,985 P1|24,103|24,036|23,104| 23,748
P2 22,297 | 24,953 |24,734| 23,995 9,75 P2 |25,111|25,041|24,106| 24,753 13,84
P3]21,385|24,043|23,822| 23,084 P3 (24,243 |24,172|23,245| 23,887

Malva sylvestris
Hojas Tallos

El E2 E3 |Promedio | Humedad El E2 E3 |Promedio Humedad

@ | @ | (9 )] % @ | @ | (9 (@) %
M1| 0,41 | 0,414 | 0,578 | 0,467 M1| 0,503 | 0,465 | 0,491 | 0,486
M2| 1,417 | 1,419 | 1,587 | 1,474 2,38 |M2|1503 | 1,470 | 1,494 | 1,489 4,92
M3 1,393 | 1,394 | 1,563 1,450 M3| 1,455 | 1,419 | 1,445 1,439

El E2 E3 |Promedio| Cenizas El E2 E3 |Promedio Cenizas

@ | @ | (9 (9) % @ | (9 (9) (9) %
P1|21,440|21,653|21,319| 21,471 P1|26,301|24,727|27,032| 26,020
P2 | 22,448 22,659 |22,327| 22,478 12,48 | P2 |27,307|25,736|28,040| 27,028 9,9
P3 121,567 21,779 |21,443| 21,596 P3 |26,400|24,827|27,131| 26,120

Nota: E1, E2 y E3 corresponde al nimero de ensayo, M1/P1 = peso del crisol vacio, M2 = peso del crisol mas la muestra himeda, M3 = peso del crisol mas la

muestra seca, P2 = peso del crisol mas la muestra pulverizada y P3= peso del crisol mas la ceniza.
Elaborado: (Las autoras, 2024)
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Anexo 3 Resultados del control de calidad del extracto vegetal

Malva sylvestris

Hojas Tallos
M1 M2 | Promedio | S. totales M1 M2 | Promedio | S. totales
@ | (9 @) % )] ) @) %
A 24,113 (23,183 | 23,648 158 A 24,790 |27,095| 25,943 128
B |24,034|23,105| 23,569 B B| 24,727 |27,032| 25,879 ’
M1 | M2 M3 indice Ref. M1 M2 M3 indice Ref.
1,361 | 1,361 1,361 1,361 1,364 | 1,365 1,340 1,356
M1 M2 M3 pH M1 M2 M3 pH
6,410 | 6,430 6,430 6,420 6,040 | 6,030 6,040 6,030
Solanum nigrum
Hojas Tallos
M1 M2 | Promedio | S. totales M1 M2 | Promedio | S. totales
@ | (9 (@) % ) ) @) %
A| 22,72 |22,381| 22,550 16 A | 23,248 |25,186| 24,217 0.7
B|22,638|22,303| 22,470 ’ B| 23,204 | 25,161 | 24,217 '
M1 | M2 M3 indice Ref. M1 M2 M3 indice Ref.
1,363 | 1,362 1,362 1,362 1,365 | 1,365 1,365 1,365
M1 M2 M3 pH M1 M2 M3 pH
6,540 | 6,560 6,560 6,550 5,820 | 5,810 5,800 5,810

Nota: M1, M2 y M3 corresponde al nimero de medicién, A = peso del crisol mas el residuo seco, B= peso

del crisol.

Elaborado: (Las autoras, 2024)
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Anexo 4 Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante

Muestra Vol.Muestra | Concentracion Absorbancia Prom. % Inhib.
(uL) (mg/mL) L1 L2 L3 Absorb. DPPH

0 0 0 0 0 0 0

10 0,0004 0,70 0,70 0,70 0,70 1,80

Acido 20 0,0007 0,68 0,68 0,68 0,68 5,12

ascorbico 40 0,0014 0,65 0,65 0,65 0,65 8,61

60 0,0022 0,63 0,63 0,63 0,63 11,74

80 0,0029 0,59 0,59 0,59 0,59 17,87

100 0,0036 0,57 0,57 0,57 0,57 20,12

0 0 0,98 0,98 0,99 0,99 0

10 0,5 0,93 0,93 0,92 0,93 6,03

Hojas 20 1 0,86 0,86 0,86 0,86 12,83

Malva 40 2 0,78 0,77 0,77 0,77 21,65

sylvestris 60 3 0,63 0,63 0,63 0,63 35,71

80 4 0,55 0,55 0,55 0,55 44,03

100 5 0,46 0,46 0,46 0,46 53,26

0 0 0,98 0,98 0,99 0,99 0

20 1,33 0,94 0,93 0,94 0,93 5,22

I/lﬂ:\?; 40 2,66 0,72 0,72 0,72 0,72 26,86

sylvestris 60 4 0,57 0,57 0,58 0,57 41,59

80 5,33 0,50 0,51 0,51 0,51 48,48

100 6,66 0,39 0,39 0,39 0,39 59,94

0 0 0,92 0,92 0,93 0,92 0

Hojas 50 1,5625 0,79 0,79 0,79 0,79 14,24

Solanum 100 3,125 0,71 0,71 0,71 0,71 22,78

nigrum 150 4,6875 0,64 0,64 0,63 0,64 30,93

200 6,25 0,55 0,54 0,54 0,54 40,88
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250 7.81 0,51 0,51 0,51 0,51 44,39
300 9,375 04538 | 04532 | 0454 | 04537 51,18

0 0 09288 | 09275 | 0932 | 0,9294 0

50 0,721 092532 | 09248 | 09261 | 0,9254 0,43

SIIZ::]?JSm 150 2,1632 0,8943 | 0,8912 | 09019 | 0,8958 3,61
nigrum 200 28843 08528 | 08545 | 0,8551 | 0,8541 8,10
250 3,6054 08592 | 08587 | 0,863 | 0,8603 743

300 4,3265 0,8437 | 08456 | 0,8463 | 0,8452 9,06

Elaborado: (Las autoras, 2024)
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Anexo 5 Resultados de la evaluacion de la actividad toxicolégica

Elaborado: (Las autoras, 2024)
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- Ensayo 1 Ensayo 2 :5 o
s |8~ 2 2| .2 .| & | £ g
7 SE|,| 8|2|,|8|2|€®| 2 S S x
S |E | S|t 8|S|E|E|le5|e| & |3 2
> °c2|g|S8|s|/sS|S8|s|>s/>] § | = S
S S| S S| = S o o
O o o e = (O]
o\ X S
-l
Hojas 25 | 6 | 4 |40 | 6 | 4 | 40 | 40% |4,75|1,3979
Solanum |50 5 5 |150| 5 5 |50 | 50% | 5 | 1,699 |38,9|Altamente toxico
nigrum | 100 3| 7171 9 190 | 80% |5,84 2
Tallos 25 | 9| 1 /10| 7 | 3 |30]20% |4,161,3979
Solanum |50 | 7 | 3 | 30| 6 | 4 | 40 | 35% |4,61] 1,699 |56,2 | Altamente toxico
nigrum | 100 | 2 | 8 |80 | 2 | 8 |80 |80% [584] 2
Hojas 25 | 0 |10 |100| O | 10 |100|100% |7,33]|1,3979
Malva_ 50 4 | 6 | 60| 7 | 3|30 45% |4,87| 1,699 |77,6|Altamente toxico
sylvestris | 100 | 5 | 5 | 50| 5 | 5 | 50 | 50% | 5 2
Tallos 25 | 1 ]9 /9| 1] 9 |9 | 9% |6,28]1,3979 Extremadamente
Malva | 50 | 0 | 10 |[100| O | 10 |100|100% |7,33| 1,699 |3,66 toxico
o]/,
sylvestris | 100 | 0 | 10 [100] 0 | 10 |100|100% |7,33| 2
Etanol 96% 100%
Solucion salina 2% 0%




Anexo 6 Resultados tamizaje fitoquimico

Compuestos
fitoquimicos

Solanum nigrum

Malva sylvestris

Hojas Tallos

Hojas Tallos

Fenoles

Taninos

Flavonoides

Saponinas
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Glucésidos
cardiotonicos

Resinas

Triterpenos

Alcaloides

Catequinas
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Cumarinas

Elaborado: (Las autoras, 2024)
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Anexo 7 Resultados de los antibiogramas a las 24 horas

Staphylococcus aureus

| Staphylococcus epidermidis | Escherichia coli \ Salmonella typhimurium

Hojas
Solanum
nigrum

Tallos
Solanum
nigrum
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Hojas
Malva
sylvestris

Tallos
Malva
sylvestris

Elaborado: (Las autoras, 2024)
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Anexo 8 Resultados de los antibiogramas de S. epidermidis y de S. aureus.

| Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

Nota: La lectura para S. epidermidis y de S. aureus se realizé a las 16 horas de incubacion.
Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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Anexo 9 Secuencias enviadas por la empresa Macrogen

. macrogen
macrogen File: 4835M marK abl Run Ended: 2024/7/1 20:28:49 Signal G:508 A:1083 C:1480 T-2321 ?7

File: 48341 _maiK.abl  Run Ended: 2024/7/1 20:28:49  Signal G:227 A:355 C:690 T-760 Id Sample: 4835M matk  Lane: 90 Buse spacing: 17416555 1035 bases in 12503 scans  Page | of 2

Sample: 4834M1_matk  Lane: 92 Base spacing: 17.201696 1057 bases in 13384 scans Pagelof2?

10 20 0 10 50 1
6 ACCGAGTCTG TAGEACGEAGE COTETGGATTCTT GGATC @ GTE ACAC

0 %0 % 100 10 20
GTACGGT TG CACTECTCTGEACCGGT GICT CC (T TTCCCAL TCOTGATTCTT

B 50 1 =0 %0 1

GLGG G4 4 GA GG GAGGAGGG.AGEAGEGE GLGAGAC & GBG A/GCGAAGAG

00 1o
G GGGACG A e

AL

s SR
£ 10 10 160 m 181 190 200 10 m 10 10
-~ - CTTOTTC TTATAGAATTCC T AT TGCGAATCCACT TTCAT CTTTETACGEALC CAAT CTTCTCATTTACGAT CAACATCTTTTGGAGCCCTT CTTGAACGAAT ATATTT CTAT GG,
10 10 w0 150 160 170 10 190 20 210 m m
T CAT TGIT GT TGGCCCCT CACTTT CATT ACAT COCT GT GGAT AGCCTCGCGAAAT AGCAAT AGAGCT TTTCCAAACATTT GTAATT CGCGOTCT AAT TAGACAACAT CTT GETCCOAACAT AG
. . i A A fifn AL i
el Mol W M ;‘\g‘.“: /\ i P\ n Al A A VAV A i WA W ATV VN
LN YA B VLAY VU
Al s 4 + 250 260 270 2 290 300 310 320 330 340 350 360 370
240 250 250 m 250 0 30 510 30 330 s 350 TAGAACGTCTTGT AGAAGTCTTT GCTAAGG ATTTT CAGGT TACCCTCTGATT ATTCAAGG ACCCTTTCATCCATT ATGTT AGET AT G4 GGAA ATCAATT CT GGCTTCA AAAGGGACATTTE
GAGTTGCT AAGAGT AAANTTCOGD OG0T COATTOT ATGIGA AT ACTGCARGAAGTTAT BEGOGGACATC CT OTATTGCT CANT AG AGCGCETACT CT GCAT A ATTAGETAT ACA GO
; BTl A n . f " - Bl i nnh " T
[N A f ] [ / | WA A A A T A a fnfl i A i iad I i falanian
Vi \ JYv V WAV v WYY VWYYV Y Y SAAY WA VY U WYV f\ A VLW VY WY Vi YW
360, 37 380 390 400 410 420 34 440 450 460 470 380 390 400 410 420 430 440 450 461 470 480 490
CATTCCAACCT ATTTT AGTGG AA GGACGCGET ATTTGTTT ACATCOATTAGTTT GT AAGGG ATTCAAT GC AGACT TT GATGGGG ATC AA ATGGETGTT CATGTACCTTTATCTTTAGAG  TTTTGATGAATAAATGG ALATTTT ACCTTGTCAATTTTT GGCAAT OT CATTTTT CTATGTACTTTEAL AC AGG AA GG ATCCATAT AALCEAATT AT C CAACCATTECOGTGACTTT ATGGGCT ATCT
[ TraceEditor (CAUsers\useA\OneDrive\Doc Documentos HCD1041265:4835M matKab1)

- o x
Data  Edit  Search Display  Help

E=BEO6| «00L|@%2m a5 ]

10 20 30 40
TTTTGGAGCCCTTCTTGAACGAATATATT TCTAT GGAAAAATABAACGTCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTCGAGGTTACCGTCT

o i

Nota: La imagen superior derecha corresponde a la muestra 4834, la imagen superior izquierda corresponde a la muestra 4835 y la imagen inferior indica los cortes que se
realizaron a las secuencias obtenidas de la comparfiia Macrogen.

Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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Anexo 10 Resultados de la plataforma BOLDSYSTEMS.

Muestra 4834

M11: Alignment Explorer (Mshva.fas)
Data  Edit  Seach  Algnment  Web

Sequencer Display  Help
=B EwmEre rl «0DXBxa+s
Translated Protein Sequences:

SpocesiAbbry

anr @2aa
1. a7msAC

Muestra 4835

Qwith

Owio gaps

[ele e Meme ITT AT TACATCBc TETEEATAB: c el BAAATABCAATABABC TTTTccARAC AT TIGTAATTcE:BETC TAATTABACAACATC TT8CTecBAR

Selected genetic codes Standard

(I 011: Alignment Explorer (HM fas)
ol

Das  Edt  Sech  Aignment  Web  Sequencer  Disply  Help

s EBmErse ri «OxXBxa(+sar @288
DNA Sequences Translated Protein Sequences

Soacasintbey

1 ML

Owith  Owiogaps

AA T T TG T AGAAG T T T EC TAAGGAT T TTCAGGT TACECT e TEET T AT TCAAGGACECTTTCATCCATTATATTAGGTATOAAGGAAAATEAATTCTEECT

Selected gentic code: Standard
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Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

59

61

119
121
179
181
239
241
299
a1
359

CCCTCACTTTCATTACATCGCTGTGGATAGCCTCGCGAAATAGCAATAGAGCTTTTCCAA

COLEVELLEEEE LT CEL L
CCCTCACTTTCATTACATCGCTGTGGATTGCC TCGCGAAATAGCAATAGAGCTTTTCCAG

ACATTTGTAATTCGCGGTCTAATTAGACAACATCTTGCTCCGAACATAGGAGTTGCTAAG

ACATTTGTAATTCGCGGTCTAATTAGACAACATCTTGCTCCGAACATAGGAGTTGCTAAG

AGTAAAATTCGGGAAAAAGGGTCGATTGTATGGGAAATACTGCAAGAAGT TATGCGGGEA
CLLEULELEEEE L EE L LT EETTE ]

AGTAAAATTCGGGAAAAAGGGTCGATTGTATGGGAAATACTGCAAGAAGTTATGCGGGGA

CATCCTGTATTGCTCAATAGAGCGCCTACTCTGCATAGATTAGGTATACAGGCATTCCAA

CLLCULEEEEEEE D DEELELEL L L L LT E LTI
CATCCTGTATTGCTGAATAGAGCGCCTACTCTGCATAGATTAGGTATACAGGCATTCCAA

CCTATTTTAGTGGAAGGACGCGCTATTTGTTTACATCCATTAGTTTGTAAGGGATTCAAT

CCTATTTTAGTGGAAGGACGCGCTATTTGTTTACATCCATTAGTTTGTAAGGGATTCA

GCAGACTTTGATGGGGATCAAATGECTGTTCATGT 335
CEELELEEETET e Eer eyl

GCAGACTTTGATGGGGATCAAATGGCTGTTCATGT 393

60

118
120
178
180
238
240
298
300
358

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shict

2911
61
2851
121
2791
181
2731
241
2671
3e1
2611
361

2551

AACGTCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTCAGGTTACCCTCTGGTTATTCAAGGACC

AACGTCTTGTAGAAGTCTTTGCTAAGGATTTTCAGGTTACCCTCTGGTTATTCAAGGACC

CTTTCATCCATTATGTTAGGTATGAAGGAAMATCAATTCTGGCTTCAAAAGGGACGTTTC

I|II|II|II\\I\\I|\IHII|II|II||I||I||I||II|II|II|II||I||I|H
CTTTCATCCATTATGTTAGGTAT TTCAARAGGEACG

TTTTGATGAATAAATGGAAATTTTACCTTGTCAATTTTTGGCAATGTCATTTTTCTATGT

ATGAATAMTGGAAATTTTACCTTGTCAATTTTTGGCAATGTCATTTTTCTATGT

ACTTTCACACAGGAAGGATCCATATAAACCAATTATCCAACCATTCCCGTGACTTTATGG

ACTTTCACACAGGAAGGATCCATATAAACCAATTATCCAACCATTCCCGTGACTTTATGG
GCTATCTTTCAAGTGTGCGACTAAATCATTCAATGGTACGTAGTCAAATGTTAGCAAATT

ATCTTTCAAGTGTGCGACTAAATCATTCAATGGTACGTAGTCAAATGTTAGC

CATTTCTAATCAATAATCCAATTAAGAAGTTCGATACCCTTGTTCCAATTATTCCTTTGA

CTAATCAATAA AAGAAGTTCGATACCCTTGTTCCAATTATTCCTTTGA
TTGGATCATTAGCTAAAGCACACTTTTGTACCGTATTAGGGCATCCCATTAGTAAACCGG

TTGGATCATTAGCTAAAGCACACTTTTGTACCGTATTAGGGCATCCCATTAGTARACCGG

60
2852
120
2792
180
2732
248
2672
300
2612
360
2552
429

2492

Nota: La imagen superior indica las secuencias limpias de las muestras, las mismas son insertadas en la plataforma BOLDSYSTEMS donde nos indican la similitud con las
especies correspondientes Malva sylvestris y Solanum nigrum y nos indica su valor de E-value.

Elaborado por: (Las autoras, 2024).
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