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Propagación vegetativa de Pongamia pinnata (L.) Pierre (Al-
garrobo aceitero) por mini esquejes de raíz

Cantero García, I.1; Benítez Núñez, J.2*   ; Enciso, M.3; Samudio Oggero, A.4

1,2,4Universidad Nacional de Asunción, Centro Multidisciplinario de Investigaciones Tecno-
lógicas, San Lorenzo, Paraguay
3Universidad Nacional de Asunción, Facultad de Ciencias Agrarias, Carrera de Ingeniería 
Forestal, San Lorenzo, Paraguay
*E-mail del autor: juanvenabe@gmail.com

Propagación vegetativa de Pongamia pinnata (L.) Pierre (Algarrobo aceitero) por mini 
esquejes de raíz. La Pongamia pinnata es un árbol, cuya semilla es empleada como materia 
prima para la elaboración de biodiesel. El objetivo fue evaluar la propagación vegetativa, me-
diante el uso de diferentes, longitudes de esquejes de raíz y tipos de sustratos, con y sin apli-
cación de la hormona AIB (Ácido Indol Butírico). Se empleó un diseño completamente al azar 
con arreglo factorial (2 X 2 X 2) compuesto por 3 factores, 2 tipos de sustratos y 2 longitudes 
de esquejes de 3 cm (L1) y 6cm (L2), con y sin AIB. En total se evaluaron 8 tratamientos que 
consistieron en la combinación de los 3 factores. Las variables evaluadas fueron porcentaje 
de enraizamiento, número de raicillas y longitud de raicillas (cm), número de brotes, longitud 
de brotes (cm) y número de esquejes con callosidad. Los datos obtenidos, fueron analizados 
con ANOVA y test de significancia (Tukey a un nivel de confianza del 95%) con el Software 
Estadístico Infostat. Los factores sustrato y hormona no arrojaron diferencias significativas 
con relación a las variables evaluadas. El factor longitud de esquejes arrojó diferencias signi-
ficativas para todas las variables evaluadas a favor de la longitud L2 (6cm).  La propagación 
vegetativa de la especie no se ve influenciada estadísticamente por el tipo de sustrato y la 
aplicación de AIB, pero sí por la longitud de los esquejes, siendo la longitud de 6 cm la más 
adecuada para cultivarlas.
Palabras clave: Enraizamiento, sustrato, callosidad, AIB

Vegetative propagation of Pongamia pinnata (L.) Pierre (Algarrobo aceitero) using mini 
root cuttings. Pongamia pinnata is a tree, whose seed is used as raw material for the pro-
duction of biodiesel. This work aimed to evaluate its vegetative propagation, using of different 
lengths of root cuttings and types of substrates, with and without application of the hormone 
IBA (Indole Butyric Acid). A completely randomized design with a factorial arrangement (2 × 2 
× 2) was used, composed of 3 factors, 2 types of substrates, and 2 cutting lengths of 3 cm (L1) 
and 6 cm (L2), with and without IBA. In total 8 treatments which consisted of the combination 
of the 3 factors were evaluated. The variables evaluated were percentage of rooting, number 
of rootlets and rootlet length (cm), number of shoots, shoot length (cm) and number of cuttings 
with calluses. The data obtained were analyzed with ANOVA and a significance test (Tukey 
at a 95% confidence level) throughh the Infostat Statistical Software. The substrate and hor-
mone factors did not show significant differences in relation to the variables evaluated. The 
cuttings length factor showed significant differences for all the variables evaluated in favor of 
length L2 (6cm). The vegetative propagation of the species is not statistically influenced by the 
type of substrate and the application of IBA, but it is influenced by the length of the cuttings, 
the length of 6 cm being the most suitable for cultivating them.
Keywords: Rooting, substratum, calluses, IBA
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INTRODUCCIÓN 

 Pongamia pinnata (L.) Pierre perte-
nece a la familia Fabaceae, es un árbol 
originario de la India de rápido creci-
miento conocido popularmente como 
“algarrobo aceitero”, posee buen de-
sarrollo en diversos tipos de suelos, es 
muy tolerante a condiciones de salinidad 
y alcalinidad, fija gran cantidad de nitró-
geno atmosférico e incorpora importante 
volumen de materia orgánica en el suelo, 
lo que provoca una mejor absorción de 
agua y de nutrientes, ayudando de esta 
manera a la recuperación de suelos mar-
ginales (Ferrari y Wall 2004; Sujatha y 
Hazra 2007; Chopade et al., 2008; Fa-
lasca y Bernabé 2009).

P. pinnata es también empleada por 
sus propiedades medicinales para tratar 
resfriado, tos, diarrea, disentería, cólicos 
inflamatorios, reumatismo, hiperten-
sión, bronquitis, tumores abdominales 
enfermedades de la piel, herpes y otras 
afecciones. Además, es una especie or-
namental y melífera (Meher et al., 2004; 
Wagh et al., 2007; Chopade et al., 2008; 
Rao et al., 2011; Bobade y Khyade 
2012; Sajid et al., 2012). Al Muqarra-
bun et al. (2013), realizaron revisiones 
bibliográficas de los usos tradicionales 
de P. pinnata, encontraron estudios far-
macológicos que revelaron las activida-
des biológicas tales como antioxidantes, 
actividades antimicrobianas, antiinfla-
matorias y antidiabéticas de la especie. 
Arote et al. (2008), demostraron que 
los extractos de hoja de P. pinnata po-
seen efectos antibacterianos. Sajid et al. 
(2012), encontraron agentes antioxidan-
tes y antimicrobianos para usos alimen-
ticios y farmacéuticos funcionales en los 

extractos de la corteza de P. pinnata.
Actualmente existe un debate sobre 

utilización de productos agrícolas para 
la elaboración de biocombustibles. A 
medida que la población crece la necesi-
dad de alimentos también aumenta. Esta 
especie puede ser una alternativa en este 
debate, porque no forma parte de la die-
ta humana. La semilla de la P. pinnata 
es utilizada como materia prima para la 
producción de biodiesel, este producto 
es biodegradable de combustión limpia 
(Bobade y Khyade, 2012), esto vuelve a 
la especie muy prometedora siendo una 
alternativa la elaboración de biodiesel a 
partir de sus semillas.

En Paraguay existen una amplia va-
riedad de condiciones edafoclimáticas 
potenciales para su cultivo, consideran-
do su plasticidad.

Por medio de la propagación vegeta-
tiva de la especie, se podrá clonar indi-
viduos con las características genéticas 
deseadas preservando el genotipo y se 
logrará acelerar el proceso de multipli-
cación de la misma. Trabajos realizados 
por Enciso y Irrazázabal (2007), Ovando 
et al. (2006), demostraron la posibilidad 
de propagar especies forestales (Melia 
azedarach L. y Tabebuia heptaphylla) 
utilizando esquejes de raíz. Revisiones 
realizadas por Mukta y Sreevalli (2010), 
encontraron buenos resultados para la 
inducción de raíces en esquejes de P. 
pinnata utilizado ácido indol butírico 
(AIB). Estudios elaborados por Rout y 
Nayak (2015), obtuvieron altos porcen-
tajes de enraizamiento empleando es-
quejes de tallo de P. pinnata.

Con el resultado de este trabajo se es-
pera una mayor producción de plantines 
con brotes y raicillas a partir de esquejes 
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de raíz, a través de una técnica novedosa 
de propagación.

El objetivo del estudio fue evaluar la 
propagación vegetativa, mediante el uso 
de diferentes longitudes de esquejes de 
raíz y tipos de sustratos, con y sin aplica-
ción de AIB (Ácido Indol Butírico).

MATERIALES Y MÉTODOS 

El experimento fue llevado a cabo en 
la casa de vegetación del Centro Multi-
disciplinario de Investigaciones Tecno-
lógicas (CEMIT) de la Universidad Na-
cional de Asunción (UNA) a finales del 
invierno (septiembre) hasta comienzos 
del verano (noviembre) del año 2017, 
con una T0 máxima de 29,9-29,7 0C y 
una T0 mínima de 18,7-19,3 0C.

Material genético
Se emplearon mini esquejes de raíz 

de 3 cm (L1) y 6 cm (L2) de longitud y 
0,6 -1 cm de diámetro, fueron extraídos 
de una parcela de árboles de P. pinnata 
de 9 años de edad situado en el Campo 
experimental de la Facultad de Ciencias 
Agrarias de la Universidad Nacional de 
Asunción. Se seleccionaron los indivi-
duos con las mejores características fe-
notípicas (semillas más grandes, fuste 
recto, copa ancha y con mayor cantidad 
de ramas). 

Propagación asexual
Los mini esquejes de raíz, una vez 

extraídos fueron envueltos con papel 
diario, remojado con agua e introduci-
dos en bolsa de polietileno para evitar 
su desecación, luego fueron trasladados 
a la casa de vegetación para iniciar el 
cultivo. Se utilizaron 160 mini esquejes 

de los cuales 80 fueron sumergidos en 
la hormona AIB (1000 ppm). La plan-
tación del material vegetativo se realizó 
en bandejas germinadoras con sustra-
to comercial (turba, vermiculita, caliza 
dolomítica, yeso agrícola y fertilizante 
NPK-trazas) (S1) y humus de lombriz 
(S2). En total se emplearon ocho trata-
mientos que consistieron en la combi-
nación de, tipo de sustrato, longitud de 
esquejes y la aplicación o no de la hor-
mona AIB.

Diseño del ensayo 
La investigación fue de tipo expe-

rimental con un delineamiento facto-
rial (2x2x2). Se contó con tres factores 
(sustrato, longitud de esquejes y con y 
sin hormona) y cinco repeticiones por 
tratamiento. Las unidades muéstrales 
fueron distribuidas al azar y estuvieron 
compuestas por cuatro mini esquejes 
cada una. A los 60 días se evaluaron, el 
porcentaje de enraizamiento, número de 
raicillas y longitud de raicillas (cm), nú-
mero de brotes, longitud de brotes (cm) 
y número de esquejes con callosidad 
(formación de abultamiento en el extre-
mo distal del esqueje). Los resultados 
fueron analizados mediante el test de 
ANOVA (con previa comprobación de 
homocedasticidad en la variancia y dis-
tribución normal) y la prueba post-hoc 
de Tukey (5% de nivel de significancia) 
empleándose el programa estadístico In-
foStat (Di Rienzo et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Factor sustrato
El factor sustrato no mostró dife-

rencias estadísticas para las variables, 



8

Cantero García, I. et. al. Propagación vegetativa de Pongamia pinnata

porcentaje de enraizamiento (F=0,21; 
p≥0,05), número de raicillas (F=3,47; 
p≥0,05) y longitud de raicillas (cm) 
(F= 0,12; p≥0,05), número de brotes 
(F=0,00; p≥0,05), longitud de brotes 
(cm) (F=0,21; p≥0,05) y número de es-
quejes con callosidad (F=0,75; p≥0,05). 
Empleando humus de lombriz (S2) se 
obtuvieron el porcentaje de enraiza-
miento y número de esquejes con callo-

sidad más altos, al igual que las variables 
número y longitud de raíces y de brotes 
(Tabla 1). El humus de lombriz ayuda 
a la propagación de diferentes especies, 
mejora y estimula el desarrollo radicular 
dando lugar a mayor vigor en la parte 
aérea de la planta debido a la cantidad 
de nutrientes que posee como nitrógeno, 
fósforo, calcio, potasio y otros (Tenecela 
2012; Salinas et al., 2014). 

Tabla 1. Efecto del tipo de sustrato, longitud de esqueje y la aplicación o no de 
ácido indol butírico (AIB) en la propagación vegetativa de Pongamia pinnata

Variables/Factores Sustrato Longitud Hormona (AIB)

S1 S2 L1 (3cm) L2 (6cm) CH SH

Enraizamiento % 33.0 a 37.0 a 22.0 a 48.0 b 28.0 a 41.3 a

Raíces (Nro.) 3.1 a 5.1 a 2.3 a 6.0 b 3.1 a 5.1 a

Long. de raíz (cm) 15.4 a 17.1 a 6.5 a 26.1 b 12.1 a 20.2 a

Brotes (Nro.) 2.0 a 2.0 a 1.4 a 3.0 b 2.0 a 2.3 a

Long. de brotes (cm) 4.5 a 5.0 a 2.1 a 8.0 b 4.0 a 5. 4 a

Esquejes con callosidad 
(Nro.)

0.5 a 1.0 a 0.3 a 1.1 b 0.5 a 1.0 a

S1, S2, L1, L2, CH, SH; medias significativamente diferentes a un nivel de confianza del 95%

Factor longitud de esqueje
Todas las variables evaluadas, por-

centaje de enraizamiento (F=10,14; 
p≤0,05), número de raicillas (F=12,17; 
p≤0,05) y longitud de raicillas (cm) 
(F=20,54; p≤0,05), número de brotes 
(F=19,69; p≤0,05), longitud de brotes 
(cm) (F=32,80; p≤0,05) y número de es-
quejes con callosidad (F=6,75 p≤0,05), 
mostraron diferencias significativas para 
el factor longitud de esquejes. Cultivan-
do esquejes de 6 cm de longitud (L2) se 
dieron el porcentaje de enraizamiento 

más elevado. Los valores más altos para 
el número de raicillas, brotes y esquejes 
con callosidad y longitud de raicillas y 
brotes también se obtuvieron con esque-
jes de L2 (Tabla 1) (Figura 1). 

Los mejores resultados para todas las 
variables se registraron utilizando es-
quejes de 6 cm de longitud (L2). Estos 
efectos se pudieron dar a que los esque-
jes poseían una mayor cantidad de reser-
vas nutritivas para la propagación vege-
tativa de P. pinnata a esquejes de 3 cm 
de longitud que probablemente tenían 
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una baja disponibilidad de reservas.
Hartmann y Kester (1998), reco-

miendan cultivar esquejes de 10 a 12 cm 
de longitud por que estas se encuentran 
provistas de carbohidratos de reserva. 
Solís et al., 2015 por su parte, mencio-

nan que los mejores resultados de pro-
pagación utilizando estacas de mayor 
longitud se deba a que estos contienen 
mayor cantidad de sustancias de reserva 
que intervienen en el proceso de enraiza-
miento y crecimiento de las raíces.

Figura 1. a) Esquejes con brotes y callosidad en el extremo distal. b)  Esquejes con raicillas sin brotes. 
c) Esquejes de 3 cm longitud con brote y raicillas. d) Esquejes de 6 cm longitud con brotes y raicillas

Factor hormona
El factor hormona (AIB) no arrojó 

diferencias estadísticas para ninguna de 
las variables estudiadas, porcentaje de 
enraizamiento (F=2,78; p≥0,05), núme-
ro de raicillas (F=3,84; p≥0,05) y longi-
tud de raicillas (cm) (F=3,66; p≥0,05), 
número de brotes (F=0,31; p≥0,05), lon-
gitud de brotes (cm) (F=2,47; p≥0,05) 
y número de esquejes con callosidad 
(F=0,75; p≥0,05). Los esquejes no so-
metidos a la hormona AIB presentaron 
los mejores valores para el porcentaje 
de enraizamiento, número y longitud de 
raicillas y las demás variables evaluadas 
(Tabla 1). 

La aplicación de AIB no estimuló la 
formación de raíces adventicias, pudien-
do enraizar está especie perfectamente 
sin el tratamiento hormonal.

Azcón y Talón (2008), afirman que 
en muchas especies botánicas el enrai-
zamiento (formación de raíces adventi-

cias), es un proceso espontáneo. Estu-
dios realizados por Kesari et al. (2009), 
mencionan que obtuvieron efectos posi-
tivos utilizando diferentes concentracio-
nes y combinaciones de auxinas para el 
enraizamiento adventicios de esquejes 
de tallos de Pongamia pinnata, sin em-
bargo, utilizando altas concentración de 
auxinas superiores a 7mM este inhibió 
el enraizamiento de los esquejes.  Sugla 
et al. (2007), consiguieron buenos resul-
tados de enraizamiento de brotes de P. 
pinnata en condiciones in vitro en medio 
cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) 
de concentración completa suplementa-
do con 1.0μ ácido indol butírico (AIB). 
Palanisamy et al. (1998), para el enrai-
zamiento de esquejes de brotes de P. pin-
nata obtuvieron los mejores resultados 
con la auxina AIB.

a b c d
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CONCLUSIÓN

La propagación de Pongamia pin-
nata (L.) Pierre fue posible a partir de 
mini esquejes de raíz utilizando diferen-
tes longitudes de raíz, tipos de sustratos, 
con y sin la aplicación de hormona AIB. 
Se concluye que los esquejes de Ponga-
mia no se ven influenciados por la apli-
cación de AIB y tipos de sustratos uti-
lizados, pero si se ven afectados por la 
longitud de esquejes, siendo la longitud 
6 cm la más adecuada para la propaga-
ción vegetativa.
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Floraciones de Cyanotetras sp. en cuerpos de agua salobres eutrofizados del Para-
guay durante el 2020. Las floraciones de cianobacterias se producen en ambientes acuá-
ticos eutrofizados debido, principalmente, a la falta de gestión adecuada de los recursos hí-
dricos y sus contaminantes. En el caso de Paraguay, se han reportado dos floraciones rojas, 
una en la Región Occidental (P1) y otra en la Región Oriental (P2). Por lo tanto, se estableció 
como objetivo identificar al microorganismo causante y las condiciones fisicoquímicas en que 
se desarrollaron. En ambos casos, se identificó al género Cyanotetras (Cyanobacteria) como 
el más abundante con una densidad de 1.065.000 cél/mL (P1) y 5.504.000 cél/mL (P2). En 
cuanto a los parámetros fisicoquímicos, se reportó elevada concentración de nutrientes y 
sales, característicos de ecosistemas acuáticos eutrofizados y salobres. En conclusión, se 
puede indicar que en P1 la floración se produjo en forma natural, mientras que en P2 fue 
debido al aporte de contaminantes provenientes de las actividades antrópicas aledañas al 
cuerpo de agua. 
Palabras clave: Cyanotetras, eutrofización, agua salobre, floraciones

Cyanotetras sp. in eutrophicated brackish water bodies of Paraguay during 2020. Cya-
nobacterial blooms occur in eutrophic aquatic environments mainly due to the lack of proper 
management of water resources and their pollutants. In the case of Paraguay, two red blooms 
have been reported, one in the Western Region (P1) and the other in the Eastern Region (P2). 
Therefore, the objective was to identify the causative microorganism and the physicochemical 
conditions in which they developed. In both cases, the genus Cyanotetras (Cyanobacteria) 
was identified as the most abundant with a density of 1,065,000 cells/mL (P1) and 5,504,000 
cells/mL (P2). Regarding the physicochemical parameters, they reported a high concentration 
of nutrients and salts was reported, characteristic of eutrophied and brackish aquatic ecosys-
tems. In conclusion, we can indicate that in P1 the flowering occurred naturally, while in P2 it 
was due to the contribution of pollutants from anthropic activities near the body of water.
Keywords: Cyanotetras, eutrophication, brackish-water, blooms

necen al dominio procariota. Fueron las 
primeras en aparecer como organismos 
fotosintéticos en ambientes acuáticos y 
pueden adaptarse a una amplia variedad 

INTRODUCCIÓN

Las cianobacterias, antiguamente de-
nominadas algas verdeazuladas, perte-
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de condiciones ambientales. Cuando 
estas condiciones se vuelven extremas, 
como cuando se produce un aumento de 
la concentración de nutrientes (N y P) y 
de la temperatura, dan lugar a un pro-
ceso conocido como floración o Bloom 
(Zhao et al., 2021; Zou et al., 2020).

    El aumento de los nutrientes puede 
ocurrir en forma natural o como conse-
cuencia de las actividades antrópicas, en 
este último caso, debido a la falta de un 
tratamiento adecuado de los desechos 
generados, sobre todo de los efluentes 
domésticos o industriales que terminan 
en los ecosistemas acuáticos alterando 
su equilibrio natural. Este proceso se co-
noce como eutrofización, y genera con-
diciones favorables para el crecimiento 
desmesurado de algas microscópicas, 
así como también de las cianobacterias 
(Zou et al., 2020).

En la actualidad, los reportes acerca 
de floraciones de cianobacterias ya no 
son una novedad en nuestra región ni en 
el mundo, debido a los problemas que 
existen respecto a la gestión integral de 
los recursos hídricos y sus contaminan-
tes. Sin embargo, lo más preocupante de 
esta situación es que estas bacterias tie-
nen la capacidad de sintetizar compues-
tos bioactivos que pueden ser tóxicos 
para el ser humano, así como para otros 
organismos que tengan contacto directo 
con los mismos o a través de la cadena 
alimentaria por ser bioacumulativos. Por 
lo tanto, el impacto negativo puede ser a 
nivel ambiental, sanitario y económico 
(Paerl et al., 2020).

    Los sistemas de agua generan 
condiciones de supervivencia básica y 
de ahí la importancia y relevancia de 
entender la causa de las floraciones de 

cianobacterias, para poder plantear ac-
ciones a corto, medio y largo plazo para 
esta problemática ambiental. Las flora-
ciones son conocidas como Floraciones 
Algales Nocivas (FANs), y países como 
Argentina, Brasil, Bolivia, Perú, Brasil y 
Chile han reportado floraciones algales 
o blooms en diferentes tipos de sistemas 
de agua, ya sean naturales o artificiales 
(Conti et al., 2005; De Domitrovic et 
al., 2005; Juanena et al., 2020). Estos 
blooms pueden estar asociados a cam-
bios de la coloración del agua y esto de-
penderá de los pigmentos que presentan 
en mayor cantidad, como la clorofila a 
con color verde, la ficocianina con co-
lor azul, la ficoeritrina con color rojo, así 
como la degradación parcial de este últi-
mo que puede dar un color rosado (Ha-
rada et al., 2009; Tomita et al., 2016).

Entre 1980 y 2005 Uruguay ha repor-
tado unas 27 floraciones algales en di-
ferentes puntos del país. Los principales 
organismos fotosintéticos identificados 
en estas floraciones fueron Gonyaulax 
sp., Gymnodinium sp., Gymnodinium 
catenatum, Alexandrium tamarense, Dy-
nophisis acuminata, Dynophisis cauda-
ta, Microcystis aeruginosa, Pseudo-nit-
zschia multiseries (Méndez y Ferrari, 
2002). Algunos de estos son causantes 
de las “mareas rojas” ampliamente co-
nocidas por las características que ad-
quieren las zonas de las costas (Cabrera 
Di Piramo, 2015).

En el caso de Paraguay se han re-
portado floraciones de cianobacterias, 
siendo la más conocida desde el 2012 la 
ocurrida en el Lago Ypacaraí, origina-
da inicialmente por Cylindrospermop-
sis raciborskii y luego por Microcystis 
aeruginosa, en ambos casos causando 
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un color verde-azulado de la superficie 
del agua. Desde entonces y hasta la ac-
tualidad se siguen produciendo floracio-
nes, pero en forma puntual;  esto pudo 
deberse a la disminución de la concen-
tración de nutrientes y al aumento de la 
turbidez del agua (Benítez Rodas et al., 
2017; López Moreira M. et al., 2018). 
Sin embargo, a mediados de 2020 se 
reportó una llamativa floración de co-
lor rojo en un tajamar natural del Chaco 
paraguayo (Región Occidental) y luego 
otra con características ecológicas dife-
rentes en una laguna del Departamento 
Central (Región Oriental) originadas por 
cianobacterias.

Por lo tanto, se planteó como obje-
tivo de este trabajo de investigación 
identificar al microorganismo causante 
de dichos fenómenos y caracterizar las 
condiciones fisicoquímicas en las cuales 
ocurrieron dichas proliferaciones.

MATERIALES Y MÉTODOS

El Ministerio del Ambiente y Desa-
rrollo Sostenible (MADES) y el Centro 
Multidisciplinario de Investigaciones 
Tecnológicas (CEMIT) dependiente de 
la Universidad Nacional de Asunción 
(UNA), realizaron tomas de muestras de 
agua superficial de un tajamar ubicado 
en Loma Plata y de la Laguna Cerro en 
el Municipio de Limpio (Figura 1), de-
bido a denuncias realizadas acerca del 
cambio de coloración que se observó en 
ambos cuerpos de agua. Los inusuales 
fenómenos causaron preocupación en 
pobladores y autoridades, quienes soli-
citaron la intervención de especialistas 
en la materia.

1. Descripción de los puntos de mues-
treo

El Paraguay se divide en dos regio-
nes, la Occidental o Chaco que consti-
tuye la mayor extensión territorial, pero 
con menor población, con un clima ca-
luroso y seco, suelo arcilloso y en varias 
zonas con agua salobre; mientras que la 
Región Oriental cuenta con mayor po-
blación, clima caluroso, más húmedo, 
mayor cantidad de recursos hídricos y 
agua dulce (López-González, 2004).

2. Detalles del muestreo
Región Occidental o Chaco: Pri-

mer muestreo realizado el 17 de junio de 
2020, asignado como P1 (Tabla 1). Este 
muestreo se realizó como consecuencia 
del reporte de pobladores del Chaco por 
el cambio de la coloración de un tajamar 
natural utilizado para abastecimiento de 
agua para ganado vacuno. Este punto se 
encuentra ubicado en el distrito de Loma 
Plata, Departamento de Boquerón a 450 
km de Asunción, capital de Paraguay.

Región Oriental: Segundo muestreo 
realizado el 17 de agosto de 2020, deno-
minado P2 (Tabla 2). Este muestreo tam-
bién se realizó como consecuencia de la 
denuncia ciudadana del cambio de la co-
loración del agua de la Laguna “Cerro” 
similar a la registrada en el Chaco. Este 
punto de muestreo se encuentra locali-
zado en el municipio de Limpio, Depar-
tamento Central a 25 km de Asunción.

Tabla 1.  Coordenadas y puntos de muestreos 
en las regiones Occidental y Oriental.
Puntos Coordenadas - UTM Región

P1 21K 204742 7512642 Occidental
P2 21J 449797 7223222 Oriental
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Figura 1. Mapa con los puntos de muestreo en la Región Occidental (P1) y Oriental (P2)

3. Variables del estudio    
Para poder determinar las condicio-

nes fisicoquímicas que favorecieron las  
floraciones en ambos sitios, se tuvieron 
en cuenta las siguientes 12 variables: 
transparencia, temperatura del agua, 
pH, oxígeno disuelto, conductividad, 
nitrógeno total (NT), fósforo total (PT), 
DBO5, DQO, dureza total, sulfatos y 
sales; estos constituyen los principales 
factores que pueden afectar directamen-
te a las poblaciones de cianobacterias 
(Haider et al., 2003; Henry, 1990; Lu et 
al., 2013). Para los análisis, se tomaron 
muestras de agua superficial, las que 
fueron luego almacenadas para su trans-
porte según lo establecido en el Standard 
Methods (APHA, 2012).

4. Cuantificación de cianobacterias y 
determinaciones de parámetros fisico-
químicos

Para los análisis se tomaron mues-
tras de agua superficial preservadas con 
Lugol y otra a 4°C para su transporte 
(APHA, 2012). Para la identificación y 
clasificación de las cianobacterias se tu-
vieron en cuenta las características mor-
fológicas y se utilizaron diversas claves 
taxonómicas (Hindák, 1988; Komárek 
y Anagnostidis, 2000; Komárek y Fott, 
1983). Una vez realizada la identifica-
ción, se procedió con la cuantificación 
mediante el método de Utermöhl (Edler 
y Elbrächter, 2010). En relación a la me-
dición de los parámetros fisicoquímicos 
mencionados anteriormente, se utiliza-
ron los métodos normalizados para el 
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análisis de agua (APHA, 2012).

5.  Análisis de datos
Para el procesamiento de los datos 

como la densidad de las cianobacterias 
y la comparación de las variables fisico-

químicas consideradas más importantes 
durante el proceso de la floración de cia-
nobacterias se utilizó el programa Sigma 
Plot 11.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1- Descripción general del área de estudio de cada punto de muestreo

Figura 2. Imágenes de los lugares donde se realizaron los muestreos: a-Tajamar natural ubicado en 
Loma Plata (P1), Departamento Boquerón; b- Laguna Cerro, localizada en el municipio de Limpio 
(P2), Departamento Central

Las actividades industriales desarro-
lladas en Loma Plata (Chaco Paraguayo) 
son la refinería, aceite de maní, fabrica-
ción de tanino, esencia de palo santo 
entre otras. Sin embargo, la principal 
actividad constituye la industria láctea, 
que es una de las más productivas del 
país y la mayor consumidora de agua lo-
cal. Gran parte del Chaco tiene un clima 
semiárido a húmedo dependiendo de la 
estación de año, y las aguas subterráneas 
presentan elevados contenidos de sales 
debido a la presencia de evaporíticas 
y carbonatos en los sedimentos, que al 
ser muy solubles pasan a la fase acuosa 
dando lugar a aguas salobres y saladas, 
dependiendo de la profundidad. Por esta 
razón, los productores suelen realizar la 
construcción de reservorios de agua o 
aprovechar los lugares donde se alma-

cena agua en periodos de lluvias; estos 
reservorios son conocidos como taja-
mares, y sirven para el abastecimiento 
de agua dulce, principalmente para el 
ganado (Larroza y Centurión, 1995). 
En el caso del punto de muestreo P1, se 
trata de un tajamar de formación natural 
utilizado como fuente de agua para el 
ganado vacuno. Sin embargo, a finales 
del mes de mayo de 2020 se reportó el 
cambio de la coloración del agua a un 
color rojizo, obligando al propietario a 
trasladar los animales de dicha zona (Fi-
gura 2a).

El punto de muestreo P2, ubicado en 
la Ciudad de Limpio a más de 400 km de 
distancia del punto anterior, se caracteri-
za por un suelo de color rojo negruzco, 
de origen basáltico y con un buen dre-
naje. En los alrededores de la laguna se 
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encuentran industrias que están relacio-
nadas con el procesamiento de cuero de 
origen animal. Es una zona húmeda, con 
periodos de lluvias importantes y pre-
sencia de gran cantidad de agua dulce 
(Franco y Saldívar, 2015). Alberga una 
gran diversidad de organismos, siendo 
la más reconocida, por su tamaño e im-

pacto visual, la planta acuática conocida 
con el nombre de Yacaré irupé (Victoria 
cruziana). Sin embargo, a partir de ju-
lio de 2020 se registró un cambio en la 
coloración del agua a un rojo intenso, 
además de un olor fétido y la mortandad 
de plantas y animales acuáticos (Figura 
2b).

Figura 3. Imágenes microscópicas de Cyanotetras sp. con un aumento de 100x capturadas mediante 
un microscopio invertido. a) Corresponde al punto de muestreo del Tajamar natural de Loma Plata 
(P1), b) Pertenece a la muestra de la Laguna Cerro (P2) del municipio de Limpio

2- Caracterización morfológica y densidad (cél/mL) de Cyanotetras sp.

Las muestras fueron analizadas me-
diante microscopía convencional e in-
vertida para determinar las característi-
cas morfológicas. Se pudo constatar la 
mayor densidad de un solo género de 
cianobacteria, observándose colonias 
microscópicas, libres, planas, con mu-
cílago envolvente homogéneo. Presen-
taron células ovales, dispuestas en colo-
nias de 2, 4, 16 y 32 células, pero sin un 
espacio cuadrangular central, y unidas 
mediante masa gelatinosa característi-
ca del género Crucigenia. En cuanto a 
las dimensiones, las células ovales fue-
ron de 1,5 - 2,5 µm x 1,2 - 1,8 µm; otra 
característica fue el color pálido azul 
verdoso brillante, sin vesículas de gas, 
cloroplastos y pirenoides (Figura 3). Por 
lo tanto, con base en las características 

morfológicas registradas, las colonias 
fueron identificadas como pertenecien-
tes al género Cyanotetras, de la familia 
Merismopediaceae (Hindák, 1988; Ko-
márek y Anagnostidis, 2000; Komárek y 
Fott, 1983).

Con relación a la densidad, en la 
primera muestra (P1) la concentración 
total de Cyanotetras fue 1.065.000 cél/
mL, mientras que en la segunda mues-
tra (P2) fue 5.504.000 cél/mL. En am-
bos casos, la mayor abundancia fue para 
este género, al cual pueden atribuirse las 
floraciones originadas por el exceso de 
nutrientes como veremos en el siguien-
te apartado. Además de la capacidad 
de realizar fotosíntesis, las cianobacte-
rias también pueden sintetizar toxinas 
o cianotoxinas que, dependiendo de su 
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concentración y tiempo de exposición, 
pueden llegar a ser letales para huma-
nos y animales. Por lo tanto, teniendo 
en cuenta lo establecido por la OMS 
(Organización Mundial de la Salud), en 
función a la concentración de cianobac-
terias (>100.000 cél/mL) nivel de aler-

ta 2, se recomendó evitar todo tipo de 
contacto directo con el agua, ya sea para 
recreación o para el consumo humano 
y de animales, debido al alto riesgo de 
exposición a las cianotoxinas (Chorus, 
2005; Falconer et al., 1999; Sivonen y 
Jones, 1999).

3- Parámetros fisicoquímicos condicionantes de la floración de Cyanotetras sp.

Parámetros Unidad de 
medida

Resultados Promedio Desviación 
Estándar

C.V.
Límites 

Res. 
222/02*P1 P2

Temperatura de 
agua °C 25 20 22,5 3,54 31,8 Sin límite

Oxígeno Di-
suelto mg.L-1 1,33 0,61 0,97 0,509 4,57 < 5

pH Unidad de 
pH 7,67 7,79 7,73 0,0849 0,762 6 a 9 

Conductividad µS.cm-1 9.890 11.240 10.565 955 8.577 Sin límite

Fósforo total mg.L-1 5,29 1,97 3,63 2,35 21,1 0,05

NTK mg.L-1 21,8 119 70,4 68,7 617,5 0,6

Nitrógeno de 
Nitratos mg.L-1 3,11 14,65 8,88 8,16 73,3 10

Nitrógeno 
Amoniacal mg.L-1 0,41 90,8 45,605 63,9 574,3 0,02

DBO5 mg.L-1 57 65 61 5,66 50,8 0,1

DQO mg.L-1 448 1.098 773 459,6 4.129,5 5,0

Sulfatos mg.L-1 2.453 94,3 1.274 1.668 14.985 1

En relación a los parámetros fisico-
químicos, los resultados laboratoriales 
obtenidos indicaron que, en ambos casos, 
corresponden a ecosistemas eutrofizados 

debido a la elevada concentración de nu-
trientes tanto en P1 (NT=21,8 mg.L-1 y 
PT=5,29 mg.L-1) como en P2 (NT=119 
mg.L-1 y PT=1,97 mg.L-1). Además, es-

Tabla 2. Listado de parámetros fisicoquímicos determinados en los dos puntos de mues-
treo. Ref.: NTK (Nitrógeno Total Kjeldahl); DBO5 (Demanda Bioquímica de Oxígeno) y 
DQO (Demanda Química de Oxígeno)
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tos valores superaron los límites estable-
cidos para aguas superficiales del país, 
según las normativas vigentes del MA-
DES. También presentaron valores fuera 
del límite establecido el Oxígeno Disuel-
to (OD), Nitrógeno amoniacal, DBO5, 
DQO y sulfatos (Resolución-N°-255/06, 
2006; Resolución-Nº-222/02, 2002). Por 
otro lado, la baja concentración del OD 
pudo ocasionar la mortandad de peces y 
de macroinvertebrados, mientras que la 
elevada concentración de sales la mor-
tandad de las plantas acuáticas, obser-
vadas en la Laguna Cerro del distrito de 
Limpio.

El primer punto de muestreo (P1) 
corresponde a un ecosistema acuático 
que, por lo general, tiene agua dulce. Sin 
embargo, luego de un extenso periodo 
de sequía el agua se fue evaporando y 
debido a las características del suelo, la 
concentración de sales fue aumentando 
(Paerl et al., 2020; Zhao et al., 2021). 
Teniendo en cuenta que el agua se desti-
naba al consumo del ganado, era de es-
perarse que la concentración de material 
orgánico también se concentre a medida 
que aumentaba la evaporación (Tabla 2), 
lo cual podría haber generado las carac-
terísticas de un cuerpo de agua eutrofiza-
do (Zou et al., 2020). 

En cuanto al segundo punto (P2), las 
características del agua fueron cambian-
do probablemente como consecuencia 
de la falta de tratamiento adecuado de 
los efluentes generados por las activi-
dades antropogénicas desarrolladas en 
zonas cercanas a la laguna. Al parecer, 
el causante del proceso de eutrofización 
fue el aporte de material orgánico pro-
veniente del desecho de las curtiembres 
circundantes al cuerpo de agua (Tabla 

2). En relación a la salinidad, pudo de-
berse al aporte de sales empleadas para 
curtir el cuero, que fueron aumentando 
gradualmente su concentración. Todas 
estas alteraciones crearon condiciones 
similares a las de la laguna de Loma Pla-
ta (Paerl et al., 2020).

Por lo tanto, en ambos casos se ge-
neraron condiciones similares a ecosis-
temas acuáticos salobres eutrofizados, 
los cuales habrían favorecido el desa-
rrollo de las Cyanotetras, ya reporta-
das en ambientes lénticos  (Komárek 
y Anagnostidis, 2000; Komarek y Ko-
márková-Legnerová, 2002). También, la 
mayor concentración de nutrientes pudo 
estar relacionada con la mayor densidad 
de Cyanotetras sp. reportada en el pun-
to P2 (Tabla 2). Además, las especies de 
este género podrían sintetizar dos tipos 
de toxinas anatoxinas (neurotoxina) y 
microcistina (hepatotoxina) (Christen-
sen y Khan, 2020; Gomez et al., 2012; 
Juanena et al., 2020). Por esta razón, se 
puede considerar que dicho género, y 
su presencia en procesos de floración, 
constituye un riesgo a nivel ambiental y 
de salud pública (Paerl et al., 2020).

En cuanto al cambio de la coloración 
del agua, una de las hipótesis estaría re-
lacionada con un compuesto orgánico 
volátil sintetizado por las cianobacte-
rias, conocido como β-ciclocitral. Este 
compuesto tiene una actividad lítica y se 
ha reportado que está relacionado con la 
degradación de los pigmentos presentes 
en estas bacterias. También se demostró 
que en algunos casos produce la oxida-
ción completa de la clorofila a y de los 
Betacarotenos, mientras que las ficocia-
ninas permanecen estables dando un co-
lor azul. En otros géneros pueden darse 
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diferentes grados de oxidación de la fi-
coeritrina, con diferentes tipos de color 
rojo y rosado. El primer caso se ha re-
portado en aguas con un pH de 5,5 a 6,5, 
mientras que en este estudio, el pH per-
maneció neutro, lo cual podría explicar 
que pudo ocurrir el segundo caso, con la 
consecuente aparición de diferentes to-
nos de color rojo (Harada et al., 2009; 
Tomita et al., 2016).

CONCLUSIONES

Ambos cuerpos de agua que pre-
sentaron cambios en su coloración se 
encuentran ubicados en diferentes re-
giones del país con características eco-
lógicas distintas. Sin embargo, al reali-
zar las determinaciones fisicoquímicas y 
biológicas, se logró determinar que pre-
sentaron condiciones de un ecosistema 
salobre eutrofizado, lo cual ocasionó la 
floración por el género Cyanotetras sp. 
perteneciente a las cianobacterias. Una 
consideración importante a destacar, en 
cuanto al primer punto de muestreo (P1) 
ubicado en la Región Occidental es que, 
la floración se produjo en forma natural, 
mientras que en el segundo (P2) de la 
Región Oriental fue debida al aporte de 
contaminantes provenientes de las acti-
vidades industriales aledañas al cuerpo 
de agua, no tratados de manera adecua-
da. En relación a la coloración, pudo 
deberse a la degradación parcial del 
pigmento ficoeritrina ocasionado por un 
compuesto orgánico (β-ciclocitral) que 
sintetizan las cianobacterias, con activi-
dad lítica. Para confirmar esta hipótesis, 
se requerirá realizar más estudios, así 
como la cuantificación de las posibles 
cianotoxinas presentes que son de inte-

rés ambiental y de salud pública.
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Evaluación de Campyloneurum phyllitidis (L.) C. Presl y de Asplenium serratum L. so-
bre el desarrollo embrionario de Danio rerio. Las plantas de uso medicinal Campyloneu-
rum phyllitidis y Asplenium serratum se utilizan en la medicina popular como abortivas. El 
objetivo de este trabajo fue  evaluar los extractos acuosos de Campiloneurum phyllitidis y As-
plenium serratum sobre el desarrollo embrionario de pez cebra (Danio rerio) para determinar 
sus posibles efectos tóxicos. Se utilizaron huevos de 4 hpf (horas pos fecundación) y cuatro 
concentraciones (0,03%, 0,06%, 0,125% y 0,25%) de extracto de  cada planta medicinal, 
como control positivo se utilizó cafeína 2,4 mM; se los expuso por cinco días y se evaluaron 
parámetros agrupados en tres categorías: Efecto letal (coagulación de los embriones), efecto 
subletal (ausencia de formación de los somitas, latidos cardiacos, circulación sanguínea, 
pigmentación, eclosión, formación de edema, retardo del desarrollo) y efecto teratogénico 
(deformación de la columna vertebral). En la evaluación de C. phyllitidis se observó que el 
efecto letal fue significativo a las dosis de 0,125 y 0,25%, no se observó algún efecto subletal 
o teratogénico significativo, ya que entre el 90% y el 100% de los embriones, respectivamen-
te, coagularon. En la evaluación de A. serratum se observó que el efecto letal fue significativo 
a la dosis de 025%, los efectos subletales fueron significativos a 0,06 y 0,125% (ausencia 
de somitas, ausencia de latidos, ausencia de circulacióny ausencia de pigmentos); el efecto 
teratogénico no fue significativo. C.phyllitidis presentó un efecto letal (coagulación del em-
brión), mientras que A. serratum presentó efectos significativos sobre el desarrollo, además 
se registró efecto teratogénico, no significativo.
Palabras clave: Plantas medicinales, teratogénesis, Danio rerio

Evaluation of Campyloneurum phyllitidis (L.) C. Presl and Asplenium serratum L. on 
the embryonic development of Danio rerio. The medicinal plants Campyloneurum phylli-
tidis and Asplenium serratum are used in popular medicine as abortifacient. The aim of this 
work was to evaluate the aqueous extracts of Campiloneurum phyllitidis and Asplenium se-
rratum L. on the embryonic development of zebrafish (Danio rerio) to determine their possible 
toxic effects. Eggs of 4 hpf (hours after fertilization) and four concentrations (0.03%, 0.06%, 
0.125% and 0.25%) of each medicinal plant were used; 2.4 mM caffeine was used as a posi-
tive control. They were exposed for five days, and parameters grouped into three categories 
were evaluated: Lethal effect (embryo coagulation), sub-lethal effect (absence of somite for-
mation, heartbeat, blood circulation, pigmentation, hatching, edema formation, developmental 
delay), and teratogenic effect (deformation of the spine). In the evaluation of C. phyllitidis it 
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was observed that the lethal effect was significant at the doses of 0.125 and 0.25%, no signi-
ficant sub-lethal or teratogenic effect was observed, since between 90% and 100% of the em-
bryos, respectively, coagulated. In the evaluation of A. serratum it was observed that the lethal 
effect was significant at the dose of 0.25%, the sub-lethal effects were significant at 0.06 and 
0.125% (absence of somites, absence of heartbeats, absence of circulation and absence of 
pigments); the teratogenic effect was not significant. C. phyllitidis had a lethal effect (embryo 
coagulation), while A. serratum had significant effects on development, and a non-significant 
teratogenic effect was also recorded. 
Keywords: Medicinal plants, teratogenesis, Danio rerio

INTRODUCCIÓN

Las plantas medicinales son utiliza-
das por el 80% de la población mundial 
(Soares-Bezerra et al., 2013). Entre es-
tos usos se encuentra el control de la fer-
tilidad humana, donde extractos de plan-
tas medicinales producen efectos como 
inhibición de la ovulación, la implanta-
ción del óvulo, actúa como emenagogo, 
entre otros efectos (Kumar  et al., 2012).

Campyloneurum phyllitidis (L.) C. 
Presl. Pertenece a la familia Polypodia-
ceae, es una hierba epífita o terrestre; 
presenta rizomas cortos, escamosos; pe-
ciolo corto; lámina monomorfa, entera, 
coriácea, glabra, venas areoladas, soros 
circulares, sin indusio, en varias filas 
entre la costa y el margen; se distribu-
ye desde Estados Unidos hasta Bolivia 
y Brasil (Peña-Chocarro et al., 1999), en 
el Paraguay se encuentra en los depar-
tamentos de Alto Paraná, Central, Cor-
dillera, Itapúa y Paraguarí, (Pin et al., 
2009).

Asplenium serratum L. es una planta 
de uso medicinal, pertenece a la familia 
Aspleniaceae, es una especie epífita, a 
veces terrestre, con hojas simples, soros 
en líneas continuas paralelas a los ner-
vios de las hojas, que comúnmente crece 
sobre troncos muertos (Fundación Moi-
sés Bertoni, 2006) y se distribuye desde 
el sur de Florida hasta Argentina y Para-

guay (Peña-Chocarro et al., 1999). Pre-
senta rizomas erectos, robustos, cortos 
a medianos cubiertos densamente por 
escamas castañas a castaño-oscuras, lan-
ceoladas, con ápice agudo a largamente 
acuminado, en el ápice del rizoma y la 
base de los peciolos (Ponce et al., 2016). 
Presenta 5-20 frondes por rizoma, erec-
tas, fasciculados, generalmente en rose-
ta; peciolos cortos, de 2-7 cm de largo, 
surcados adaxialmente, no alados, par-
do-verdosos en el lado adaxial a pardo 
oscuros en el abaxial. Láminas simples, 
enteras, lanceoladas, de 20-110 x 4-16 
cm, atenuadas hacia la base, ápice acu-
minado, margen subentero a aserrado, 
cartáceas, verde claras a oscuras, con 
escasas escamas sobre la costa, costa 
nigrescente. Soros cercanos a la costa, 
paralelos, lineares, de 5-50 mm de lar-
go; indusios lineares, membranáceos a 
coriáceos, hialinos. Esporas de 40-43 x 
28-30 µm, con perisporio alado-denta-
do, con abundantes pliegues parcialmen-
te fusionados, perforaciones ocasionales 
(Ponce et al., 2016). Ambas especies, 
anteriormente descritas, son utilizadas, 
en el Paraguay, como abortivos (Fernán-
dez et al.1999) (Figura 1); el extracto 
acuoso de C. phyllitidis también se utili-
za como antiinflamatorio, expectorante, 
en la medicina popular (Pin et al., 2009, 
Degen de Arrúa et al. 2014). En un traba-
jo realizado por Fernández et al. (1999), 
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se analizó la acción de Campyloneurum 
phyllitidis y Asplenium serratum sobre 
el ciclo replicativo celular utilizando 
como modelo de estudio Allium cepa L., 
donde Asplenium serratum redujo el ín-

dice mitótico concluyendo que es ciclo 
activo a diferencia de Campyloneurum 
phyllitidis, el cual no mostró diferencias 
significativas. 

Figura 1. A) Asplenium serratum. B) Detalle de soros de Asplenium serratum. C) Campyloneurum 
phyllitidis. D) Detalle de soros de Campyloneurum phyllitidis

El ensayo en embriones de pez cebra 
(Danio rerio), es de fácil mantenimien-
to, económica  y podría reducir el uso 
de animales en la investigación (Yang et 
al., 2009). No existen reportes, de las es-
pecies descritas, de datos sobre sus efec-
tos secundarios tóxicos, en mamíferos u 
otros organismos. Los ensayos biológi-
cos son herramientas de evaluación del 
potencial tóxico, ya que estos son ade-
cuados para la determinación del efec-
to de agentes físicos y químicos sobre 
organismos de prueba bajo condiciones 
experimentales específicas y controladas 
(Castillo Morales y Morales, 2004). El 
pez cebra (Danio rerio) es un vertebra-
do de la clase Actinopterygii, de la fa-
milia Cyprinidae que se distribuye am-
pliamente por el sudeste asiático (India, 
Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakis-
tan) (Espinosa, 2016). Es de tamaño pe-
queño, de fácil manejo en el laboratorio, 
genera un elevado número de progenie 

y se ha convertido en un modelo impor-
tante, principalmente para los estudios 
genéticos (Pierce, 2010). Embriones de 
pez cebra (Danio rerio) se utilizan como 
modelo de estudio del efecto de agentes 
químicos, físicos o biológicos sobre el  
desarrollo embrionario inicial en verte-
brados (OECD, 2013) y puede ser utili-
zado para evaluar extractos acuosos de 
plantas de uso medicinal (Zainol Abidin 
et al., 2020; Thiagarajan et al., 2019). 
De acuerdo con Nagel (2002), los pará-
metros evaluados en Danio rerio pueden 
ser letales, sub letales o teratogénicos y 
los mismos fueron utilizados en este tra-
bajo. Considerando el uso en el control 
de la natalidad de ambas plantas des-
critas, y ante la falta de estudios sobre 
el desarrollo embrionario, el objetivo 
de este trabajo fue analizar el potencial 
tóxico de los extractos acuosos de estas 
especies en embriones del modelo bio-
lógico, el pez cebra, mediante la evalua-
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ción de parámetros letales, sub letales 
y/o teratogénicos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Los ejemplares de estudio fue-

ron colectados del vivero etnobotáni-
co-medicinal del Jardín Botánico de 
la ciudad de Asunción (25°14’45,4’’S, 
57°34’11,6’’W), en el mes de octubre 
de 2017.Se colectaron hojas de varios 
individuos de cada especie. Las especies 
se encontraban en un jardín cultivado 
de suelo arenoso, con media sombra, de 
hábito terrestre y presentaban hojas fér-
tiles. Se depositó un ejemplar de cada 
especie, en el herbario de FACEN-UNA 
(Colectas 01 y 02. Benítez Acuña, J.A).

Extracción acuosa de C. phyllitidis y 
A. serratum

Las hojas de ambas especies se con-
gelaron en nitrógeno líquido y se li-
cuaron en una licuadora industrial para 
obtener partículas pequeñas. Se utili-
zaron 76,4 g de hojas de C. phyllitidis 
y 153,7g de hojas de A. serratum. Las 
hojas fueron pulverizadas y se agregó, a 
cada muestra, 1,5L de agua destilada que 
se calentó evitando la ebullición, luego 
se filtró, y las infusiones fueron con-
centradas mediante evaporación en un 
rotavapor EYELA SB-1000. Se almace-
nó a -20°C cada muestra, hasta la liofili-
zación en un Liofilizador LABCONCO 
FreeZone.

Mantenimiento de pez cebra
Los peces fueron obtenidos de acua-

rios comerciales y se aclimataron por 3 
meses en el Laboratorio de Hidrobiolo-

gía del Departamento de Biología (FA-
CEN-UNA). La temperatura promedio 
en cada pecera fue de 28ºC y pH de 8.

Obtención de huevos fecundados
Para la obtención de los huevos se 

separaron parejas de 2x2 (dos hembras 
y dos machos) un día antes de la colecta 
de los huevos, que fueron recogidos uti-
lizando una pipeta Pasteur y examinados 
bajo microscopio óptico con un aumento 
de 40x para descartar los huevos no fe-
cundados o los que se encuentren en mal 
estado. Los huevos fueron expuestos  a 
las 6 horas pos fecundación. La dilución 
de las concentraciones de cada extracto 
evaluadas se realizó en Medio para Em-
brión.

Medio para embrión utilizado 
Solución: (0,358 g Na2HPO4 (an-

hidro) y 0,6 g KH2PO4, 100 mL H2O 
(1%), 8 g NaCl y 0,4 g KCl, 100 mL 
H2O (1%), 0,35 g NaHCO3, 10 mL 
H2O (1%),  1,23 g MgSO4.7H2O, 50 
mL H2O (1%),  0,72 g CaCl2, 50 mL 
H2O (1%), 95,9 mL de agua) (Wester-
field, 2000).

Exposición de los embriones a los ex-
tractos

Para el ensayo de toxicidad se tuvo 
en cuenta la guía de ensayo 236 de la 
Organización para la Cooperación y el 
Desarrollo Económicos (OCDE, 2013) y 
al protocolo propuesto por Martínez-Je-
rónimo & Espinosa Chávez, (2008).

Tratamientos
Los huevos fueron expuestos a cua-

tro concentraciones en placas de 96 po-
cillos, utilizándose 10 pocillos por con-



29

Steviana Vol. 13(1), 2021

centración, con un huevo por pocillo, en 
200µL. Las concentraciones analizadas 
fueron 0,03; 0,06; 0,125 y 0,250% de 
cada planta, peso/200 µL. Como control 
negativo se utilizó el medio embrión y 
como control positivo cafeína (2,4 mM), 
diluido en el mismo medio. El ensayo se 
realizó por triplicado, tomando como ré-
plica una placa con las 4 concentraciones 
de prueba y los dos controles, 10 huevos 
por tratamiento, 60 por placa para cada 
planta. Las réplicas se realizaron en di-
ferentes tiempos. Todos los embriones 
fueron controlados a las 24, 48, 72, 96 
y 144 horas en microscopio óptico con 
un aumento de 40x y se registraron las 
observaciones de los efectos; coagula-
ción-efecto letal (24 y 48 h) y ausencia 
de somitas (24hpf), ausencia de latidos y 
de circulación (48 hpf), ausencia de pig-
mentos y formación de edema (72 hpf), 
deformación de la columna (96 y 144 

hpf), de acuerdo a Nagel (2005).

Análisis estadístico
Los resultados se analizaron median-

te el análisis de varianza unidireccional 
(ANOVA) y el Test de Tukey, utilizando 
el software para el análisis estadístico 
(SPSS 21), considerando estadística-
mente significativo un valor P ≤0,05.

RESULTADOS

Para evaluar el efecto tóxico del ex-
tracto acuoso de C. phyllitidis, y de A. 
serratum, en embriones de pez cebra 
fueron tratados con 4 concentraciones 
de cada extracto. Los efectos fueron 
evaluados a las 24, 48, 72, 96 y 144 hpf, 
tiempos donde se pueden observar efec-
tos letales, subletales y teratogénicos 
(Figura 2).

Figura 2. Desarrollo normal del embrión de Danio rerio en medio embrión (Control negativo) en 6 
tiempos, control positivo y tratado con C. phyllitidis: A) 4 hpf; B) 24 hpf; C) 48 hpf; D) 72 hpf; E) 96 
hpf; F) 144 hpf. G) deformación de la columna vertebral y formación de edema, 72 hpf (Cafeina: con-
trol positivo). H) Huevo coagulado, 24 hpf (C. phyllitidis 0,06%)

En la Figura 2 se pueden observar los 
distintos estadios normales de las prime-
ras 144 hpf (horas pos fecundación) del 
control negativo, mantenido en el Medio 
para Embrión. En la Figura 2.A se ob-
serva un huevo de 4 hpf, al momento de 
iniciar el ensayo; en 2.B se observa un 
embrión de 24 hpf, la presencia de so-
mitas y la ausencia de pigmentación;  en 
2.C, a las 48 hpf, se observa la presencia 
de pigmentación en los ojos y el cuer-
po, además se registran otros parámetros 

como como el latido cardiaco y la circu-
lación sanguínea, no posibles de visuali-
zar en fotografías; en 2.D, a las 72 hpf, 
se produce la eclosión de los embriones, 
en 2.E y 2.F se puede observar mayor 
cantidad de pigmento y menor tamaño 
del vitelo, además un tamaño general 
superior. En la Figura 2.G se observa 
el efecto del tratamiento de un embrión 
con cafeína (control positivo), donde el 
embrión presenta una deformación de la 
columna y la formación de edema.Varias 
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drogas como la cafeína producen retardo 
en el desarrollo, se observan los efectos 
de la cafeína a una concentración de 2,4 
mM y se puede apreciar una curvatura 
en la columna vertebral y un doblamien-
to de la cola además de la formación de 
edema, en los embriones pertenecien-
tes a este grupo no se registró circula-
ción sanguínea. Los tratamientos con C. 
phyllitidis tuvieron un efecto letal sobre 
los embriones de D. rerio. En la Figu-
ra 2.H se observa un huevo coagulado 
(efecto letal), tratado con la menor con-
centración de C. phyllitidis. La letalidad 
aumentó a concentraciones mayores, 
registrándose diferencias significativas 
en los tratamientos de 0,125% y 0,25%. 
El 100% de los huevos coagularon en la 
concentración de 0,25%. Los números 
indican la cantidad de huevos coagu-
lados en cada grupo experimental, por 
triplicado. La menor cantidad de huevos 
coagulados se observó en los embriones 
del control negativo y el número mayor, 
100%, en el tratamiento de concentra-

ción 0,25%, tanto a las 24 como 48h. No 
se observó importante diferencia entre 
los días, es decir, a las 24 hpf resulta letal 
en forma definitiva, solo en el tratamien-
to de concentración 0,125% se observó 
una variación (datos no mostrados). En 
la evaluación de los efectos sub letales, 
los parámetros evaluados resultaron no 
significativos (Tabla 1).

En la Figura 3 se observan los efec-
tos de los tratamientos, con diferentes 
concentraciones, de A. serratum. En 3.A 
se observa un embrión sin formación 
de somita. En la Figura 3.B se observa 
un embrión de 24 hpf con retardo en el 
desarrollo y retardo en la formación de 
somitas,al compararlo con el control ne-
gativo (1.B) (Figura 2B), en 3.C se ob-
serva la ausencia de pigmentos, en 3.D 
se observa la formación de edema y en 
3.E se observa la deformación de la co-
lumna, que se observó en tres embriones 
tratados con la concentración más alta 
del extracto.

Figura 3. Efectos letales, subletales y teratogénicos en embriones de Danio rerio tratados con dife-
rentes concentraciones de A serratum.  A)  Ausencia de la formación de somitas, 24 hpf (0,125%); B) 
Retardo del desarrollo y  en la formación de somitas, 24 hpf (0,03%); C) Ausencia de pigmentos, 72 
hpf (0,06%); D) Formación de edema, 72 hpf (0,06%); E) deformación de la columna vertebral, 144 
hpf (0,06%)

En la Tabla 2 se presenta el resumen 
de los parámetros evaluados en los di-
ferentes tiempos de estudio de los efec-
tos del extracto acuoso de A. serratum. 
Se agruparon en tres categorías, letal 
(coagulación, ausencia de la formación 
de somitas, ausencia de latidos cardia-
cos), subletal (ausencia de circulación 

sanguínea, ausencia de pigmentación 
y formación de edema) y teratogénico 
(deformación de la columna vertebral).
La coagulación se evaluó a las 24h, re-
sultando no significativa y a las 48h, 
cuando ya fue significativa y el 100% 
de los huevos coagularon en el mayor 
tratamiento. Se observa diferencia sig-
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Categoría Parámetro Controles             Tratamientos

    C+   C- 0,030 0,060 0,125 0,250

Letal Coagulación   10/30 2/30 7/30 18/30 27/30* 30/30*

Ausencia de 
somita

6/26 0 4/23 0/12 2/6 -

Ausencia de 
latidos

2/20 0 0 0 0 -

Subletales Ausencia de 
circulación

20/20* 0 0 0/12 2/3 -

Ausencia de 
pigmentos

1/20 0 1/23 0/12 1/2 -

Formación de 
edema

20/20* 0 0 0 0 -

Teratogénico Deformación 
de la columna

20/20* 0 0 0 0 -

C- : control negativo. C+: control positivo. “/”: el efecto se calcula sobre el total (en el caso de coagu-
lación) o sobre los sobrevivientes. *Estadísticamente significativo

nificativa para los parámetros ausencia 
de formación de somitas, ausencia de la-
tidos cardiacos, ausencia de circulación 
y ausencia de pigmentos, con valores 
significativos a partir de la concentra-

ción de 0,060% (significativo), cuando 
comparados con el control negativo. Se 
observaron tres embriones con deforma-
ción de la columna, en la concentración 
de 0,060%.

DISCUSIÓN

Considerando que los extractos acuo-
sos de C. phyllitidis y A. serratum se 
utilizan, durante la gestación humana, 
como abortivos y ambas especies vege-
tales presentan características similares 
(Pin et al., 2009; Fernández et al., 1999) 
y ante el desconocimiento de los efectos 

secundarios de las plantas de uso medi-
cinal C. phyllitidis y A. serratum sobre el 
embrión, se realizó un estudio de sus po-
sibles efectos tóxicos y teratogénicos en 
embriones de Danio rerio. En un ensayo 
previo, se evaluaron las posibles con-
centraciones de estudio, el polvo obteni-
do de la liofilización de cada extracto se 
suspendió en el Medio para Embrión, en 

Tabla 1. Efecto letal, subletal y teratogénico de C. phyllitidis sobre embriones de Danio 
rerio
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concentraciones de 0,5%, 1% y 2,5%, de 
acuerdo a Fernández et al. (1999). Todos 
los tratamientos resultaron letales a estas 
concentraciones, por lo que en este tra-
bajo se evaluaron concentraciones me-
nores. El modelo biológico Danio rerio 
se utiliza para evaluar efectos tóxicos o 
teratogénicos de agentes químicos (Cha-
hardehi et al., 2000; Veeren et al., 2021).

Para la realización de este trabajo se 
siguieron las guías de la  OECD (2013). 
El extracto acuoso de C. phyllitidis es 
utilizado en la medicina popular, como 
emenagogo, anticonceptivo y abortivo, 
expectorante,sedante,antiinflamatorio 
(Pin et al., 2009; Degen de Arrúa y Gon-

zález, 2014).  No se registran en la li-
teratura científica efectos sobre estados 
patológicos o sobre su uso seguro en in-
dividuos sanos o mujeres embarazadas.

 En este trabajo evaluamos los posi-
bles efectos tóxicos en embrión de Da-
nio rerio a fin de determinar la inocuidad 
del extracto acuoso de esta planta duran-
te el desarrollo embrionario. Al analizar 
los embriones del ensayo se observó que 
los embriones del control negativo pre-
sentaron un desarrollo conforme a la li-
teratura, con presencia de pigmentación 
de los ojos y el cuerpo, latido cardiaco 
y circulación sanguínea, conforme a los 
estadios del desarrollo normal de Danio 

Tabla 2. Efecto letal, subletal y teratogénico de A. serratum sobre embriones de Danio 
rerio

Categoría                               Parámetro Controles Tratamientos

 C+ C-   0,030    0,060   0,125   0,250

Letal Coagulación  09/30 2/30 4/30 0 6/30  30/30*

Ausencia de 
somita

0 0 4/26 23/30* 26/27* -

Ausencia de 
latidos

01/20 0 0 29/30* 24/24* -

Subletales Ausencia de 
circulación

21/21* 0 0 29/30*   24/24* -

Ausencia de 
pigmentos

00/20 0 0 27/30*     
24/24*

-

    Formación de 
edema

21/21* 0 0 6/30 0 -

Teratogénico Deformación 
de la columna

21/21* 0 0 3/30 0 -

C- : control negativo. C+: control positivo. “/”: el efecto se calcula sobre el total (en el caso de coagu-
lación) o sobre los sobrevivientes. *Estadísticamente significativo
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servó la coagulación de dos embriones 
(6,6%), que está de acuerdo con las re-
comendaciones de la OECD (2013). En 
los tratamientos de embriones con A. 
serratum no se observó un efecto letal 
significativo, en casi todas las concen-
traciones evaluadas, excepto la con-
centración de 0,250%, donde el total de 
los huevos tratados coagularon, pero el 
efecto no fue de tipo dosis dependien-
te. Al evaluarse los efectos subletales 
se observó que la ausencia de somitas, 
de latidos cardíacos, de circulación y de 
pigmentos fue significativa en las con-
centraciones mayores evaluadas. Los 
somitas  son estructuras que se forman 
en la primera etapa del desarrollo del 
pez cebra, componentes del mesodermo 
y que aparecen a partir de las 10 horas 
post fecundación (hpf), y de las cuales 
se derivan  el esqueleto axial, los mús-
culos esqueléticos y parte de la dermis 
(Kimmel et al., 1995; Rojas M. y Smok 
C., 2014), por lo que la ausencia de los 
somitas afecta todo el desarrollo del em-
brión. Las células pigmentadas derivan 
de la cresta neural, que es una población 
de células pluripotentes cuya formación 
ocurre temprano en el desarrollo de las 
vertebrados (Cedrona et al., 2020), y la 
ausencia de estas células podría indicar 
efectos sobre el desarrollo de tejidos. Se 
observó un efecto teratogénico, no signi-
ficativo, pero que podría indicar un po-
tencial teratogénico en menores concen-
traciones. No se ha reportado el perfil 
fitoquímico de estas especies, por lo que 
se desconocen las posibles causas de sus 
efectos. El control positivo, cafeína, uti-
lizado tanto en la evaluación de C. phy-
llitidis como de A. serratum, de manera 
independiente, tuvo efectos subletales, 

rerio (Nagel, 2002), mientras que los 
resultados obtenidos en los embriones 
tratados con cafeína (control positivo) 
coinciden con lo encontrado por  Rodrí-
guez et al. (2014), que observaron un fe-
notipo de cuerpo enroscado y retardo en 
el desarrollo para periodos cortos de ex-
posición. El efecto de extracto acuoso de 
C. phyllitidis, planta de uso medicinal, 
fue analizado en embriones de D. rerio y 
se observó que el tratamiento no produ-
jo efectos subletales, en ninguna de las 
concentraciones analizadas. Esto puede 
ser debido a que la letalidad de las con-
centraciones evaluadas, no permiten que 
los efectos subletales se observen (Rei-
mers et al. 2004). Se observaron huevos 
coagulados, a las 24 y 48 hpf, a las con-
centraciones mayores, siendo este efecto 
significativo y proporcional al aumento 
de las concentraciones analizadas. Un 
huevo se considera coagulado al no ob-
servarse ninguna estructura clara en el 
embrión (Busquet et al., 2008), este pa-
rámetro se evaluó a las 24 hpf y 48 hpf y 
es el único parámetro considerado como 
letal en el trabajo. Los tratamientos con 
las diferentes concentraciones resultaron 
no significativos en los demás paráme-
tros evaluados. Ciertos parámetros como 
la no formación de los somitas (Figura 
3.B), el no desprendimiento de la cola 
del vitelo o la ausencia de latidos cardia-
cos se pueden considerar letales luego 
de las 48 hpf, pero dentro de los ensayos 
de teratogenicidad para una mejor com-
paración con mamíferos solo se sugiere 
el punto final de coagulación como un 
efecto letal (Nagel, 2002).

En  la evaluación de A serratum no 
se observó ninguna malformación en los 
individuos del control negativo, se ob-
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con  ausencia de circulación y formación 
de edema, que fueron significativos, así 
como el efecto teratogénico. Autores ob-
servaron que el tratamiento con cafeína 
afecta la angiogénesis en embriones de 
D. rerio (Yeh et al., 2012; Basnet et al., 
2021). A este efecto sobre la angiogéne-
sis podrían deberse los efectos observa-
dos en los embriones.

CONCLUSIONES

Se evaluó el efecto de plantas me-
dicinales comercializadas como Kala-
guala’i (Campyloneurum phyllitidis y 
Asplenium serratum) sobre el desarrollo 
embrionario de pez cebra (Danio rerio). 
C.phyllitidis presentó un efecto letal 
(coagulación del embrión), mientras que 
A serratum presentó efectos significati-
vos sobre el desarrollo, además se regis-
tró efecto teratogénico, no significativo. 

Se recomienda realizar otros estu-
dios, para determinar el perfil fitoquími-
co de ambas especies y evaluar sus efec-
tos  en vertebrados como ratones, para 
determinar si uno a ambos extractos tie-
ne efectos tóxicos sobre los embriones o 
comprometen su viabilidad. También se 
podrían realizar estudios in vitro en cé-
lulas humanas para determinar todos los 
posibles efectos sobre la salud humana.
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Evaluación de la actividad antibacteriana del extracto vegetal de las hojas de Solanum 
granuloso-leprosum Dunal. Las plantas son fuentes de moléculas biológicamente activas 
que pueden ser utilizadas para el tratamiento de diferentes afecciones. Solanum granulo-
so-leprosum, conocida como “hu’i moneha”, es una especie nativa del Paraguay, cuyas pro-
piedades farmacológicas y composición química son aún desconocidas. Sin embargo, po-
pularmente esta planta se utiliza como calmante, para aliviar la tos, depurar la sangre, tratar 
dolores orales, como los causados por las caries. Es por ello que, ante el desconocimiento 
de sus propiedades farmacológicas, este trabajo de investigación tuvo por objetivo evaluar 
la actividad antibacteriana del extracto vegetal de las hojas de Solanum granuloso-leprosum, 
así se llevó a cabo una investigación de tipo experimental, con diseño en bloques al azar, 
donde se utilizó la técnica de disco difusión frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi-
murium ATCC 13311 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, sometiéndolas a distintas 
concentraciones del extracto etanólico (2000, 1000, 500 y 250 μg.mL-1).En cuanto a los re-
sultados, no se observó halos de inhibición en ninguna de las concentraciones ensayadas, 
una causa probable podría ser que el extracto bruto es aparentemente rico en ácidos grasos 
y ésteres. Finalmente, se concluye que el extracto de las hojas no demostró actividad anti-
bacteriana frente a las cepas utilizadas en las condiciones ensayadas. Sin embargo, deben 
realizarse otras investigaciones variando el tipo de extracto con relación a la polaridad con 
el fin de elucidar otras posibles actividades biológicas y así ampliar la información científica 
sobre las propiedades terapéuticas de la especie estudiada.
Palabras clave: hu’i moneha, extracto etanólico, plantas medicinales, Paraguay

Evaluación de la actividad antibacteriana del extracto vegetal de las hojas de Solanum 
granuloso-leprosum Dunal. Plants are sources of biologically active molecules that can be 
used to treat different conditions. Solanum granuloso-leprosum, known as “hu’i moneha”, is a 
species native to Paraguay, whose pharmacological properties and chemical composition are 
still unknown. However, this plant is popularly used as a painkiller, to relieve coughs, purify 
the blood and treat oral pain such as cavities. For this reason, due to the unknown pharma-
cological properties, the objective of this research was to evaluate the antibacterial activity of 
the plant extract of the leaves of Solanum granuloso-leprosum. An experimental research was 
carried out, designed in random blocks, where the disc diffusion technique was used against 
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escheri-
chia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311, and Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, subjecting them to different concentrations of the ethanolic extract (2000, 1000, 
500, and 250 μg.mL-1). Regarding the results, inhibition halos were not observed at any of the 
concentrations tested, a likely cause might be that the crude extract is apparently rich in fatty 
acids and esters. Finally, it is concluded that the leaf extract did not show antibacterial activity 
against the strains used under the conditions tested. However, other investigations must be 
carried out, varying the type of extract in relation to polarity to search for other possible biolo-
gical activities and thus expand the scientific information on the therapeutic properties of the 
species studied. 
Keywords: hu’i moneha, ethanolic extract, medicinal plants, Paraguay

INTRODUCCIÓN

Desde el comienzo de su formación, 
las sociedades humanas han estado en 
estrecho contacto con su entorno, obte-
niendo del mismo tanto alimentos como 
medicamentos (Jamshidi-Kia et al., 
2018; Prakash et al., 2020). El hecho 
de que una planta adquiera la denomi-
nación de “medicinal”, radica princi-
palmente en la actividad farmacológica 
que pueda llegar a tener (Vanaclocha y 
Folcara, 2003).

Las sustancias denominadas princi-
pios activos, también conocidos como 
fitoquímicos, son los responsables de 
ejercer la mencionada acción farmaco-
lógica, como por ejemplo la actividad 
antibacteriana (Muñoz Lopez de Bus-
tamante, 1996; Prakash et al., 2020; 
Thakur et al., 2020). A menudo, la pro-
piedad farmacológica se encuentra en 
una determinada parte de la planta, que 
puede ser la raíz, la corteza del tronco o 
las hojas de un árbol o arbusto; así como 
también en las semillas, flores, frutos o 
parte aérea (Muñoz Lopez de Bustaman-
te, 1996; Vanaclocha y Folcara, 2003).

Solanum representa el género más 
importante de la familia de las Solaná-
ceas debido a su amplia distribución en 
regiones tropicales y subtropicales, ade-

más son ampliamente utilizadas en la 
medicina tradicional (Böhme y Pinker, 
2016; Kaunda y Zhang, 2019). Solanum 
granuloso-leprosum Dunal, conocido 
popularmente como “hu’i moneha” (en 
guaraní), pertenece a dicho género, co-
rresponde a una planta nativa de Para-
guay, y en cuanto a su morfología, es un 
árbol siempre verde, que puede alcan-
zar hasta 12 metros de altura (Pin et al., 
2009). Sus hojas habitualmente se dis-
ponen en espiral, de manera alterna y, 
no presentan estípulas (Perez de Molas, 
2016). Su área de distribución abarca 
países como Argentina, Brasil, Bolivia, 
México, Paraguay y Uruguay (Tropicos, 
2021).

Según Pin et al.,(2009), las propie-
dades farmacológicas y la composición 
química del hu’i moneha son descono-
cidas, sin embargo, en la medicina tradi-
cional se utilizan las hojas para aliviar la 
tos; la raíz para depurar la sangre, en tan-
to que sus frutos actúan como calmantes 
(Fogel et al., 2016). También, Amat et 
al.,(2002), mencionaron su uso en el 
tratamiento de dolores orales, como los 
producidos por las caries dentales y en 
el caso de pérdida de dientes, y, por otro 
lado, concuerdan con Pin et al., (2009), 
respecto a que no existe información 
científica acerca de la composición quí-
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mica de la planta en general.
Amat et al. (2002), evaluaron el ex-

tracto acuoso de siete plantas utilizadas 
en la medicina popular en Argentina 
como agente antihipertensivo, entre 
ellas Solanum granuloso-leprosum, y se 
observó actividad antifúngica y posible 
genotoxicidad por la producción signifi-
cativa de anormalidades cromosómicas.

En el 2013, de Toledo Picoli y cola-
boradores analizaron las características 
anatómicas, histoquímicas y micromor-
fológicas de las hojas de S. granuloso-le-
prosum para evaluar las características 
asociadas a su rol como planta pionera, 
es decir que forma parte del grupo de es-
pecies vegetales resistentes que poseen 
capacidad de colonizar ambientes hosti-
les, y según los resultados observados, 
confirman lo mencionado.

Según la Organización Mundial de la 
Salud – OMS (2013), aproximadamente 
80% de la población de países en desa-
rrollo basa su salud primaria en la medi-
cina tradicional, a pesar de que este tipo 
de medicina alternativa está muy poco 
reglamentada, por lo que ciertos trata-
mientos podrían resultar poco seguros y 
adecuados.

Esta situación también se ve reflejada 
en la población paraguaya que tiene muy 
arraigado el uso de la medicina popular 
basada en tradiciones guaraníes, pues 
casi el 90% de la población del país utili-
zan las hierbas medicinales como prime-
ra opción en el tratamiento o prevención 
de las enfermedades (Fogel et al., 2016; 
Basualdo & Soria, 2014; Soria y Ramos, 
2015).

En el 2020, se publicó un estudio rea-
lizado en el departamento de Caaguazú, 
Paraguay sobre el uso de plantas medici-

nales por esta comunidad, por medio de 
entrevistas, como resultado colectaron 
450 muestras vegetales, e identificaron 
54 familias botánicas, que correspon-
dían a 93 géneros y 116 especies vege-
tales. Las principales dolencias tratadas 
son del sistema digestivo y genitourina-
rio, generalmente esas dolencias están 
asociadas a infecciones bacterianas, que 
pueden ser causadas por bacterias Gram-
negativas como: Escherichia coli y Sal-
monella typhimurium o grampositivas 
como Staphylococcus aureus (Soria et 
al., 2020).

Además, las infecciones superficiales 
y de mucosas también son muy tratadas 
en la medicina popular con plantas me-
dicinales, que pueden ser causadas por 
especies microbianas similares a las 
citadas anteriormente (Chandra, 2013; 
Mahady, 2005; Manandhar et al., 2019).

Razón por la cual, el uso de com-
puestos naturales ha sido considerado 
una alternativa o un complemento en 
el tratamiento de las enfermedades in-
fecciosas, por lo tanto, es vital la bús-
queda e identificación de componentes 
bioactivos con actividad antimicrobiana 
(Thakur et al., 2020).

En Paraguay, además, es muy esca-
sa la información científica que valide 
el uso de plantas como alternativa para 
el tratamiento eficaz de infecciones bac-
terianas, como es el caso de Solanum 
granuloso-leprosum. Considerando el 
desconocimiento de las propiedades 
farmacológicas de esta especie en parti-
cular, se propuso como objetivo de este 
estudio evaluar la actividad antibacte-
riana del extracto vegetal de las hojas 
de Solanum granuloso-leprosum frente 
bacterias grampositivas y negativas de 
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relevancia en la salud humana.
 

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
La especie vegetal estudiada fue 

colectada en la ciudad de Nueva Ita-
lia, Departamento Central, Paraguay 
(25°38’54.7”S 57°26’46.4”W) en ju-
nio de 2017. La identificación botáni-
ca fue realizada por especialistas del 
Laboratorio de Recursos Vegetales del 
Departamento de Biología de la Facul-
tad de Ciencias Exactas y Naturales de 
la Universidad Nacional de Asunción 
(LAREV – FACEN – UNA). El material 
testigo de la especie vegetal se depositó 
como muestra permanente en el Herba-
rio del Laboratorio de Recursos Vegeta-
les – FACEN, UNA (Colector Aguilar, 
S., N°01).

Elaboración del extracto vegetal
Se secaron las hojas de la especie ve-

getal Solanum granuloso-leprosum en 
un lugar limpio y seco, a temperatura 
ambiente (25ºC), con escasa ilumina-
ción y aireación, para evitar la acción de 
agentes biológicos, físicos y químicos 
(oxígeno, luz, temperatura) que podrían 
convertir los compuestos originales en 
artefactos (Martínez et al., 2015; Matos, 
2009; Sánchez et al., 2015).

Las hojas secas fueron trituradas con 
un molino de cuchillas convencional. Se 
pesaron 915 gramos del micropolvo ob-
tenido y se transfirió a un recipiente, en 
el cual se adicionó etanol 96º como sol-
vente de extracción, cantidad suficiente 
para cubrir completamente la muestra 
vegetal, se agitó vigorosamente, se se-
lló y se dejó en reposo por un periodo 

de 15 días, con agitación periódica de 1 
vez por día; posteriormente se filtró; y se 
concentró en un rotavapor a 75º C. El ex-
tracto obtenido fue disuelto en solución 
de EtOH:H2O (7:3) y sometido a una 
partición líquida-líquida con hexano. La 
fracción hexánica obtenida fue acondi-
cionada a temperatura ambiente para su 
uso posterior (Martínez et al., 2015; Ma-
tos, 2009; Sánchez et al., 2015).

Evaluación de la actividad antibacte-
riana

Los ensayos fueron realizados en el 
laboratorio de Biotecnología del Centro 
Multidisciplinario de Investigaciones 
Tecnológicas - Universidad Nacional de 
Asunción (CEMIT-UNA).

Microorganismos utilizados
Las cepas bacterianas fueron donadas 

por el Instituto Nacional de Tecnología, 
Normalización y Metrología (INTN), 
Paraguay. Se utilizaron tres cepas 
Gramnegativas: Escherichia coli ATCC 
25922, Salmonella typhimurium ATCC 
13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 y dos cepas Grampositivas: Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923, Sta-
phylococcus epidermidis ATCC 12228.

Ensayo de sensibilidad a antimicro-
bianos por Disco-difusión

Para evaluar la actividad antimicro-
biana del extracto etanólico bruto de 
las hojas de S. granuloso-leprosum se 
realizó la técnica de disco-difusión es-
tandarizada por NCCLS M2-A8. Para 
ello, se activaron las cepas bacterianas, 
que se encontraban almacenadas a 4°C 
mencionadas anteriormente inoculando 
en placas de Petri con medio de cultivo 
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agar Muller-Hinton a 35º C incubados 
por 24-48 horas.

Tanto para las bacterias Gramposi-
tivas como para las Gramnegativas, se 
realizó la inoculación por el método de 
suspensión directa de colonia. En solu-
ción salina estéril al 0,9 % fueron pre-
paradas suspensiones microbianas, con 
la turbidez ajustada de acuerdo con el 
estándar 0,5 de la escala de McFarland 
(NCCLS, 2003).

La inoculación de las placas de 
prueba se realizó con siembra por ago-
tamiento, luego se aplicaron los discos 
empapados con 10 μL de los antibióticos 
(gentamicina, eritromicina y neomicina) 
y de las diluciones del extracto vegetal 
de S. granuloso-leprosum a diferen-
tes concentraciones (2000, 1000, 500 y 
250 μg/μL) sobre la superficie del agar 
de manera equidistante. Se tuvieron en 
cuenta controles de esterilidad (placas 
que contenían solamente agar Mueller 
Hinton); controles negativos de activi-
dad antibacteriana (placas que contenían 
agar Mueller Hinton más el inóculo con 
las bacterias, una cepa diferente para 
cada placa) y; los controles positivos de 
actividad antibacteriana (placas que con-
tenían el medio de cultivo más el inócu-
lo de las diferentes bacterias expuestas a 
los distintos discos de antibióticos utili-
zados).Cada uno de los tratamientos fue 
realizado por triplicado.

Las placas fueron incubadas a 35º 
C después de los 15 minutos de haber 
hecho la aplicación de los discos. Luego 
de 24 horas de incubación, se examinó 
cada placa y se midieron (en milímetros) 
los halos de inhibición alrededor de cada 
disco (diámetros) con ayuda de un esca-
límetro.

RESULTADOS

En una prueba de solubilidad previa 
a la realización de la extracción por cro-
matografía de columna, se disolvió una 
pequeña porción del extracto etanólico 
en hexano y la solubilidad fue del 100%, 
lo que indicó que el extracto era neta-
mente un componente apolar, ya que a 
simple vista era fluido y de aspecto oleo-
so. La fracción hexánica recogida de la 
columna presentaba el mismo aspecto 
que el extracto crudo etanólico original. 

El extracto etanólico bruto de las 
partes aéreas de S. granuloso-leprosum 
no inhibió el crecimiento de Staphylo-
coccus epidermidis ATCC 12228 en las 
concentraciones ensayadas. Sin embar-
go, gentamicina, que es un antibiótico 
aminoglucósido con acción bactericida 
muy eficiente contra gramnegativos tam-
bién actúa sobre grampositivos, como se 
visualiza en los resultados: en las con-
centraciones de 2000, 1000, 500 y 250 
μg.mL-1 produjo halos de inhibición de 
27,7 mm, 23,9 mm, 23,0 mm y 22,2 mm, 
respectivamente, sin embargo no es de 
elección para tratar grampositivos. 

En el caso de Staphylococcus au-
reus se dio la misma situación que para 
S. epidermidis, ya que ninguna de las 
concentraciones del extracto vegetal en 
estudio tuvo efectividad frente a la proli-
feración bacteriana. En tanto que, los an-
timicrobianos empleados si presentaron 
efectividad inhibiendo el crecimiento 
de las bacterias, por ejemplo, gentami-
cina presentó halos desde 16,2 mm has-
ta 21,7 mm; eritromicina halos de entre 
18,1 mm y 24,3 mm y; neomicina halos 
de 12,8 mm a 16,5 mm, para las concen-
traciones máxima y mínima, respectiva-
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Tabla 1. Comparación de las medias de los diámetros de los halos de inhibición 
generados en las diferentes cepas utilizadas (mm)

Staphylococcus  
epidermidis

Staphylococcus 
aureus

Pseudomonas 
aeruginosa

Escherichia 
coli

Salmonella 
typhimurium

ATCC 12228 ATCC 25923 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 13311

Extracto 
etanólico 
(μg.mL-1)

N Media 
(mm) N Media 

(mm) N Media 
(mm) N Media 

(mm) N Media 
(mm)

2000 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00
1000 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00
500 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00
250 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00 3 0,00
Gentamicina
2000 3 27,74 3 21,72 3 19,06 3 17,7 3 22,71
1000 3 23,87 3 18,58 3 16,93 3 14,13 3 21,03
500 3 22,99 3 18,53 3 13,85 3 13,17 3 18,62
250 3 22,15 3 16,23 3 11,62 3 9,67 3 16,98
Eritromicina
2000 3 23,47 3 24,34 3 20,35 3 0,00 3 2,53
1000 3 21,96 3 21,44 3 14,91 3 0,00 3 0,00
500 3 21,65 3 21,11 3 11,68 3 0,00 3 0,00
250 3 20,03 3 18,05 3 7,35 3 0,00 3 0,00
Neomicina

2000 3 20,79 3 16,45 3 13,75 3 11,13 3 17,67
1000 3 18,85 3 14,11 3 10,99 3 9,71 3 16,9

500 3 17,67 3 12,66 3 9,14 3 8,65 3 14,07
250 3 16,76 3 12,75 3 6,30 3 8,17 3 12,47

N: número de réplicas para cada tratamiento

mente (Tabla1).
Así también, el uso del extracto eta-

nólico crudo de las hojas de S.granulo-
so-leprosum no presentó efecto inhibi-
dor de las bacterias Gramnegativas E. 
coli, S. typhimurium y P. aeruginosa, 
pero aquí algunos de los antibióticos uti-
lizados tampoco presentaron actividad 

ante algunas cepas.
La eritromicina no generó halos de 

inhibición frente a E. coli y frente a S. 
typhimurium apenas presentó inhibición 
de 2,5 mm de diámetro para la concen-
tración mayor de 2000 μg.mL-1, resulta-
do esperado ya que funciona preferente-
mente como bacteriostático y actúa más 
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eficazmente frente a grampositivos. No 
obstante, la gentamicina y neomicina si 
generaron halos de inhibición en todas 

las colonias de bacterias gramnegativas 
utilizadas, corroborando con su amplio 
espectro bactericida (Tabla1, Figura 1)

Figura 1. Comportamiento de las diferentes cepas de bacterias utilizadas. A) Control (agar + inóculo 
bacteriano); B) Extractos etanólicos de S. granuloso-leprosum; C) Gentamicina; D) Eritromicina; E) 
Neomicina: Concentraciones: 1=2000 μg.mL-1, 2=1000 μg.mL-1, 3=500 μg.mL-1 y 4=250 μg.mL-1

DISCUSIÓN

Eritromicina, que actúa principal-
mente como bacteriostático, también 
demostró ser efectivo para S. epidermi-
dis, ya que los halos de inhibición fueron 
desde 20,03 mm, para la concentración 

más baja de 250 μg/mL, hasta 23,47 mm 
para la concentración de 2000 μg.mL-1. 
Frente a la neomicina también se obtu-
vieron halos de inhibición bacteriana 
que variaron de 16,8 mm a 20,8mm, 
para la concentración mínima y máxima 
empleada, respectivamente (Tabla 1).
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La actividad antibacteriana nula del 
extracto vegetal de Solanum granulo-
so-leprosum resultante puede ser atribui-
do a la solubilidad del extracto etanólico 
bruto y su compleja composición, que 
puede llegar a presentar interferencia en-
tre sus componentes, así como también 
la técnica utilizada para evaluación de la 
actividad antimicrobiana y sus innume-
rables factores de influencia (Balouiri et 
al., 2016; Ostrosky et al., 2008). 

Sin embargo, no se han encontrado 
estudios similares que utilicen como 
material de estudio a esta planta, aunque 
existen publicaciones que refieren el uso 
de otras especies del mismo género en 
las cuales se menciona que, dependien-
do de los compuestos presentes en el 
material vegetal, de las concentraciones 
de los extractos ensayados de las partes 
vegetales utilizadas, de la naturaleza de 
los solventes, de las técnicas y finalmen-
te del tipo de cepas contra las cuales fue-
ron testados los extractos, la actividad 
antibacteriana fue observable en valores 
variables o nula (Negri et al., 2014; Os-
trosky et al., 2008).

Tal es el caso de Sheeba (2010), cuyo 
trabajo evaluó la actividad antimicro-
biana de Solanum surattense median-
te el extracto etanólico de sus hojas en 
concentraciones de 500, 250, 100, 50 y 
25 µg contra las cepas de Staphylococ-
cus aureus, Streptococcus sp.; Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella 
dysenteriae y Vibrio cholerae, la mejor 
actividad antibacteriana fue presenta-
da en la concentración de 500 μg para 
todas las bacterias excepto para Shige-
lla dysenteriae, que no fue susceptible 
al extracto de S. surattense visualizado 

por la nula formación de halo de inhibi-
ción. Además, se concluyó que la mayor 
concentración presentó actividad bacte-
ricida. No obstante, en el trabajo de in-
vestigación con S. granuloso-leprosum, 
a pesar de que se utilizó la misma parte 
vegetal e incluso el mismo solvente de 
extracción ni a la mayor concentración 
de 2000 μg se observó actividad frente a 
las mismas especies bacterianas ensaya-
das en el estudio con S. surattense.

Si bien S. granuloso-leprosum forma 
parte del género Solanum no demostró 
actividad antibacteriana frente a ningu-
na de las bacterias ensayadas, en cam-
bio estudios similares con otras especies 
del mismo género si demostraron tener 
propiedades antimicrobianas (Koduru 
et al., 2006; Latha y Kannabiran, 2006). 
Las posibles causas de estas diferencias 
podrían ser que, a pesar de que en la ma-
yoría de los casos las hojas son el órgano 
principal donde se hallan los principios 
activos, en esta planta particular S.gra-
nuloso-leprosum, se podrían encontrar 
en otras partes, como las flores, el tallo, 
los frutos o las semillas.

Sobre este punto, se menciona que 
esa marcada variabilidad de los efectos 
derivados del contenido de los principios 
activos podría deberse a varios factores 
como la estación del año en que la plan-
ta fue colectada, la zona, las condiciones 
de crecimiento y la parte de la planta uti-
lizada. Es importante mencionar que las 
raíces, absorben del suelo el agua, las sa-
les minerales y los nitratos, que constitu-
yen la savia bruta que posteriormente es 
impulsada y repartida a través del tallo 
a toda la planta, incluyendo a las hojas, 
que son uno de los órganos principales 
en relación a los procesos metabólicos 
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de elaboración de principios activos, sin 
embargo, si no hay una suficiente forma-
ción y distribución de la savia bruta, la 
biotransformación de esos principios ac-
tivos pueden ser perjudicados (Gosmann 
et al., 2011; Muñoz Lopez de Bustaman-
te, 1996).

Con respecto a las hojas de S. gra-
nuloso-leprosum, hasta el momento el 
trabajo de Toledo Picoli et al., (2013) es 
el único donde se relatan resultados ob-
tenidos con esta parte de la planta. En el 
mismo se analizaron las características 
anatómicas, histoquímicas y micromor-
fológicas y el análisis de su composición 
con respecto a alcaloides y compuestos 
de fenol la cual fue nula. La ausencia de 
estos componentes podría explicar en 
parte la falta de actividad antimicrobia-
na observada de los extractos obtenidos 
a partir de ella, ya que es sabido que los 
alcaloides y fenoles poseen propiedades 
antimicrobianas (Gosmann et al., 2011; 
Thakur et al., 2020).

En cuanto a los solventes que se uti-
lizaron para la extracción de los com-
puestos activos de la planta en estudio, 
el etanol es de naturaleza polar, pero 
considerado como un solvente univer-
sal por su alta versatilidad en solubilizar 
compuestos de polaridades altas, me-
dias y bajas, lo que lo hace ideal para la 
extracción de un alto porcentaje de los 
fitoconstituyentes de las plantas, como 
Poliacetilenos, flavonoles, esteroles, ta-
ninos, terpenoides, saponinas y polife-
noles (Gosmann et al., 2011; Negri et 
al., 2014; Sharapin, 2000; Thakur et al., 
2020).

Concuerda con el trabajo de Rojas et 
al., 2009 y Sharapin (2000), ya que ellos 
afirman que este solvente posee una gran 

capacidad para la extracción de com-
puestos de una amplia gama de polarida-
des, adicionando que es más económico 
y menos tóxico que otros solventes or-
gánicos. Es por lo que, el etanol resultó 
ideal para la extracción de los compo-
nentes de las hojas de la especie en estu-
dio, ya que éstas contenían compuestos 
netamente apolares.

Por otro lado, con base al aspecto 
fluido y oleoso del extracto etanólico, 
se realizó una prueba de solubilidad en 
hexano, y el extracto se disolvió por 
completo, el mismo comportamiento 
fue observado con la fracción hexánica 
obtenida. Hecho que concuerda, pues 
el hexano es un solvente selectivo, de 
menor polaridad, que preferentemente 
extrae de la planta las grasas vegetales 
y otros componentes apolares (Sharapin, 
2000).

Siendo así se puede concluir que la 
composición principal del extracto bruto 
de las hojas son ácidos grasos y ésteres 
(compuestos apolares) y, estos factores 
podrían ser la causa probable de que el 
material vegetal estudiado no haya pre-
sentado la actividad antibacteriana espe-
rada sobre las cepas de bacterias utiliza-
das.

CONCLUSIÓN

En base a los resultados obtenidos, se 
concluye que el extracto etanólico crudo 
de las hojas de Solanum granuloso-le-
prosum demostró actividad antibacte-
riana nula frente a las bacterias ensaya-
das para las diferentes concentraciones 
testadas en el estudio, no obstante, cabe 
destacar que este trabajo constituye la 
primera investigación en Paraguay que 
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aborda el estudio de las propiedades an-
tibacterianas de S. granuloso-leprosum 
y que se debe seguir investigando con 
otros extractos de diferentes polaridades 
y otros modelos biológicos. 
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Evaluación del perfil químico de metabolitos secundarios del 
hongo silvestre comestible Oudemansiella cubensis (Berk. & 
M. A. Curtis) R. H. Petersen, Nova Hedwigia, Beih.; su cultivo 
y factibilidad de producción indoor
Veloso Paredes, B.1*; Campi Gaona, M.1; Maubet Cano, Y. 1; Mancuello Chaparro, C.1

1Universidad Nacional de Asunción, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Laboratorio 
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*E-mail del autor: brevelpa@gmail.com

Evaluación del perfil químico de metabolitos secundarios del hongo comestibles Ou-
demansiella cubensis silvestre y cultivado y factibilidad de producción indoor. Ou-
demansiella cubensis es una especie de hongo comestible de la Funga del Paraguay. Este 
estudio se centró en caracterizar el perfil químico de basidiomas silvestres y producidos “in-
door” y la estandarización del proceso productivo. El perfil químico cualitativo de extractos 
etanólicos indicó la presencia de metabolitos tipo terpenos y esteroles, y negativos para los 
alcaloides. La concentración de compuestos fenólicos totales, compuestos antioxidantes y 
actividad antioxidante fue similar para basidiomas silvestres y producidos indoor. El sustrato 
de cultivo con mayor rendimiento de producción (13,97%) fue la mezcla chala y marlo de 
maíz en proporción 1/1. 
Palabras clave: Basidioma silvestre, cultivo, compuestos fenólicos, domesticación

Evaluation of the chemical profile of secondary metabolites of the wild and cultivated 
edible fungus Oudemansiella cubensis and indor production feasibility. Oudemansiella 
cubensis is an edible mushroom species of the Funga of Paraguay. This study focused on 
to characterizinge the chemical profile of wild and “indoor” produced grown basidiomata and 
the stan¬dardization of the production process. The qualitative chemical profile of ethanolic 
extracts indicated the presence of terpenes and sterol-like metabolites, and was  negative 
for alkaloids. The concentration of total phenolic compounds, antioxidant compounds, and 
antioxidant activity was similar for wild and indoor- produced grown basidiomata. The cultiva-
tion substrate with the hi¬ghest production yield (13.97%) was the maize hush and corn cob 
mixture in a 1/1 proportion. 
Keywords: cultivation, domestication, phenolic compounds, wild basidiomata

INTRODUCCIÓN

Los hongos comestibles han desa-
rrollado un gran interés en la población 
mundial por ser una fuente alimenticia 
alternativa con aporte de nutrientes de 
alto valor biológico y perfil sensorial de 
gran aceptación, además del potencial 
de producción de varias especies sil-
vestres (Sánchez y Mata, 2012). Se ha 

clasificado a los hongos en cuatro cate-
gorías según su uso: comestibles, medi-
cinales, tóxicos o miscelánea (Chang y 
Miles, 2004). Además, son productores 
de compuestos bioactivos con perfil para 
el desarrollo de suplementos dietéticos y 
medicamentos (Fukushima, 2020; Xu et 
al., 2020). Estos bioactivos, producidos 
por gran variedad de hongos, son pro-
ductos del metabolismo secundario y 
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son originados como respuesta al estrés 
ocasionado por el nicho ecológico, y la 
adaptación del organismo al ambiente 
(Arango, 2008; Zaidman et al., 2005; Da 
Silva et al., 2013).

Los compuestos fenólicos son la ma-
yor fuente de antioxidantes naturales, ya 
que poseen potencial de reducir agen-
tes donadores de hidrógeno y eliminar 
radicales libres; son muy diversos quí-
micamente y pueden ser simples hasta 
altamente polimerizados, dándose como 
resultados de las rutas metabólicas del 
ácido shikímico y la ruta de los polia-
cetatos, siendo esta segunda la más im-
portante en hongos (Barros et al., 2007; 
Avalos y Pérez, 2009).

Nutricionalmente las setas comes-
tibles son un grupo valioso de alimen-
tos con perfil nutracéutico que se han 
utilizado tanto en la gastronomía como 
en la medicina, demuestran ser ricos en 
hidratos de carbono, bajos en calorías, 
además de ser ricos en aminoácidos 
esenciales, fibra, vitaminas y minerales 
(Lakhanpal y Rana, 2005).

Se estima que el volumen de produc-
ción anual de hongos comestibles  a ni-
vel mundial es aproximadamente de 40 
millones de toneladas, destacándose en 
la producción China, EEUU, Holanda, 
Polonia, Francia, España, Italia, Irlanda, 
Canadá y Reino Unido; tendencia que 
va en aumento  debido a la optimización 
de los métodos de producción (Thakur, 
2020).

En el Paraguay, el consumo de hon-
gos (setas) es abastecido por productos 
importados, los registros nacionales de 
importación del 2010 al 2020 evidencian 
que el consumo de los mismos se centra 
en los champiñones (Agaricus bisporus) 

procedentes principalmente de China, 
España y Brasil.

El género Oudemansiella presenta 
algunas especies comestibles, pero cuyo 
cultivo se encuentra poco desarrollado, 
algunas de sus especies se están estudian-
do en los últimos años (Silveira et al., 
2001; Alberti et al., 2021). Oudemansie-
lla tiene más de 20 especies registradas a 
nivel mundial (He et al., 2019), sin em-
bargo, algunas de ellas presentan deli-
mitaciones conflictivas. Recientemente, 
Alberti et al., (2020) mediante análisis 
morfológicos, filogenéticos y de cultivo, 
han identificado dos especies morfológi-
camente similares  en el neotrópico: O. 
canarii y O. cubensis. Oudemansiella 
cubensis es cultivada en Argentina. Para 
la optimización de su producción  como 
sustrato de crecimiento se han utilizado 
paja de trigo, aserrín de eucalipto, álamo 
y pino, además de implementar varias 
técnicas de cultivo utilizadas alrededor 
del mundo, como: bolsas con perfora-
ciones, bloques, bolsas abiertas, frascos 
de vidrio, y bolsas abiertas con recubri-
miento (Alberti et al., 2021).

El objetivo del presente trabajo es 
estudiar el perfil químico de O. cuben-
sis en estado silvestre y cultivado bajo 
condiciones de laboratorio, así también, 
la domesticación de la cepa silvestre y 
la optimización del rendimiento de cul-
tivo, mediante la utilización de residuos 
agroindustriales locales.

MATERIALES Y MÉTODOS

El hongo comestible Oudemansiella 
cubensis fue colectado en el Campus 
Universitario de la Universidad Nacio-
nal de Asunción e identificada por es-



51

Steviana Vol. 13(1), 2021

pecialistas del Laboratorio de Recursos 
Vegetales (LAREV) área Micología, de 
la Facultad de Ciencias Exactas y Na-
turales de la Universidad Nacional de 
Asunción. 

Identificación del material
     El material estudiado fue identificado      
taxonómicamente  en base a caracteres        
macro y microscópicos, siguiendo los li-
neamientos propuestos por Alberti et al. 
(2020).

Características de cultivo
Se evaluó el crecimiento miceliar de 

la cepa en tres medios de cultivo sólido: 
Extracto de Malta Agar (EMA), Sabo-
raud (Sab) y Agar Papa Dextrosa (PDA), 
en placas de Petri de 90 mm de diáme-
tro, el inóculo de 5 mm de diámetro 
fue ubicado en el centro de las placas, 
posteriormente incubadas a 28 °C. Las 
medidas de crecimiento se realizaron a 
diario a la misma hora con un escalíme-
tro de Vernier, hasta que el crecimiento 
miceliar completo de la totalidad de las 
placas. Se seleccionó el medio de cultivo 
sólido con mayor rapidez de crecimiento 
para luego producir semillas miceliadas.

Producción de basidiomas
Para el cultivo del hongo comestible 

O. cubensis se utilizó la cepa con código 
de entrada al cepario FC23 y código de 
aislamiento C132 del material colectado 
e identificado (MC124). Los sustratos 
utilizados para la evaluación del rendi-
miento y eficiencia biológica fueron: 
100% marlo, 100% chala y la mezcla de 
ambos en proporción 50/50. Los mismos 
fueron triturados y deshidratados a 45°C 
hasta alcanzar una humedad del 15%. Se 

rehidrató con un 70% de agua, el pH se 
ajustó a 7 con CaCO3 al 2% con respecto 
a peso seco del sustrato, se esterilizó en 
autoclave a 121°C por 120 minutos en 
bolsas de polipropileno. Para el análisis 
de metabolitos secundarios se utilizó 
basidiomas obtenidos de sustrato 100% 
paja seca (Gatton panic) bajo mismas 
condiciones de cultivo que sustratos an-
teriores.

Se prepararon bolsas por triplicado y 
se incubaron a una temperatura de 28°C 
hasta la colonización completa del sus-
trato. Para estimular la formación de 
primordios, se mantuvo una temperatura 
de 28°C a 80% de humedad. Se determi-
nó el rendimiento usando la fórmula R= 
[(Peso fresco de basidiomas/Peso fresco 
de sustrato) x 100] la eficiencia biológi-
ca EB% = [(Peso fresco de basidiomas/
Peso de sustrato seco) x 100] (Silveira, 
et al., 2001). Se evaluaron los datos de 
producción para establecer diferencias 
significativas entre medias a través de 
análisis de varianza (ANOVA). Los cál-
culos se realizaron usando el software 
estadístico Past (Hammer et al., 2001).

Análisis de metabolitos secundarios
Para el análisis comparativo se pro-

cesaron muestras obtenidas por recolec-
ción en estado silvestre y cultivadas en 
paja (Gatton panic).

Se maceró 20g de hongo deshidrata-
do y pulverizado en etanol al 96% por 
3 días, seguidamente la muestra fue lle-
vada a un lavador ultrasónico (CGOL-
DENWALL PS-50A) durante 1 hora y 
media, se filtró por gravedad, con 3 lava-
dos con solvente. El filtrado se concen-
tró en un rotavapor (RE-200A Rotary 
Evaporator) a 60°C y posterior exposi-
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ción a vapor. 
El extracto crudo obtenido de la eva-

poración fue almacenado en frascos de 
vidrio y conservados bajo refrigeración 
entre 2 °C y 5 °C (Ringuelet y Viña, 
2013; Tiwari, et al., 2011).

Ensayos cualitativos
Se realizó la identificación de fami-

lias de metabolitos secundarios prepa-
rando soluciones las cuales se sometie-
ron a múltiples pruebas: Dragendorff, 
Wagner y Mayer para alcaloides; Lieber-
mann-Burchard y Salkowski para triter-
penos y esteroides (Arango, 2008; Xiong 
et al., 2007). Cada prueba se realizó por 
triplicado y se comparó con una muestra 
de control positiva (+) y negativa. Como 
criterio de evaluación de los resultados 
en relación al control positivo, se utilizó 
lo siguiente: (+) = coloración débil, (++) 
= coloración media, (+++) = coloración 
intensa, (-) = ausencia.

Compuestos fenólicos totales
Los compuestos fenólicos totales se 

midieron mediante el método descrito 
por Turkoglu et al., (2007) con modifi-
caciones. A partir de los extractos cru-
dos, se prepararon soluciones metanóli-
cas con una concentración de 1 mg.mL-1, 
a cada 200 µL de solución metanólica de 
los extractos se le agregó 2 mL de agua 
destilada y 200 µL del reactivo Folin 
Ciocalteu 2N (grado analítico, Merck), 
se homogeneizó y se dejó reposar du-
rante 5 minutos, se añadieron 1,5 ml de 
carbonato de sodio al 20% y se llevó a 
un volumen de 10 ml con agua destilada.

Como blanco se usó 200 µL de meta-
nol con el mismo tratamiento. Después 
de 1 hora de reposo en la oscuridad se 

leyó la absorbancia a 760 nm en un es-
pectrofotómetro. Para construir la cur-
va de calibración se usó una solución 
de ácido gálico (Sigma-Aldrich®) de 
1000 μg.mL-1, a partir de cual se toma-
ron alícuotas 5 – 100 μL que recibieron 
el mismo tratamiento que las muestras. 
Las concentraciones equivalentes de 
ácido gálico de cada extracto de muestra 
se determinaron a partir de la curva. Los 
resultados se expresaron como el prome-
dio de los triplicados de las absorbancias 
en miligramos de equivalente de ácido 
gálico por gramos de extracto crudo 
(mg.g -1) ± desviación estándar (DE).

Concentración y actividad antioxi-
dante

Fue determinada con el método de 
absorbancia de radicales DPPH• según 
Campi et al., (2021) con modificaciones. 
Se prepararon soluciones metanólicas de 
1 mg.mL-1 a partir de los extractos cru-
dos, de los cuales se tomaron 100 μL y 
se hicieron reaccionar con 3,9 mL de 
solución metanólica del radical DPPH• 
(Merck) (0,02 mg.mL-1), como blan-
co se utilizó 100 μL de metanol con el 
mismo tratamiento. Las muestras se ho-
mogeneizaron y se dejaron reposar en 
oscuridad durante 1 hora. La reducción 
del reactivo se evidenció por el cambio 
de coloración de violeta oscuro a ama-
rillo claro que se midió con un espec-
trofotómetro UV-VIS (modelo Thermo 
Fisher SCIENTIFIC GENESIS 1XX) 
a 517 nm. Para la curva de calibración, 
se utilizó una solución metanólica de 1 
mg.mL-1 de ácido ascórbico, a partir de 
la cual se prepararon diluciones de 10 
-100 μg.mL-1, de cada dilución se to-
maron 100 μL que recibieron el mismo 
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tratamiento que las muestras. A partir de 
los resultados de la curva, se determinó 
la concentración equivalente de ácido 
ascórbico. Los resultados se expresaron 
como el promedio de los triplicados en 
miligramos de equivalente de ácido as-
córbico por gramos de extracto crudo 
(mg.g-1) ± desviación estándar (DE). 
Para calcular el porcentaje de actividad, 
se utilizó la siguiente fórmula: % de ac-
tividad = [(absorbancia del blanco – ab-
sorbancia de la solución) / absorbancia 
del blanco] × 100.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Identificación del material
Oudemansiella cubensis (Berk. & 

M. A. Curtis) R. H. Petersen, Nova Hed-
wigia, Beih. 137: 283. 2010.

Basidioma gregario, xilófago (Figura 
1). Píleo de hasta 83 mm de diám. con-
vexo a plano-convexo cuando maduro, 
centro deprimido; viscido cuando joven, 
seco cuando maduro; superficie castaña 
oscura cuando joven, tornándose de cre-
ma a beige en la madurez, cubierta de 
escamas prominentes, erectas, blanque-
cinas a castañas, agrupadas en el centro. 
Margen blanquecino, liso, con resto de 
velo en muestras jóvenes. Contexto del-
gado, blanquecino, de hasta 3 mm de 
grosos, olor farináceo. Láminas adnatas 
a libres, blanquecinas, apretadas, con 
lamélulas. Estípite central a excéntrico, 
32–90 mm × 5–10 mm, blanquecino, 
fibriloso, pruinoso, con restos de velo 
en la porción superior, base subbulbosa. 
Esporada blanquecina, abundante.

Comentarios: Las especies de Oude-
mansiella del neotrópico presentan simi-
litudes morfológicas, por lo que durante 

años O. cubensis fue considerada sinó-
nimo de  O. canarii. Estudios recientes 
basados en datos moleculares (Alberti 
et al., 2020) mostraron a estas  dos es-
pecies como linajes independientes. La 
diferencia principal es la coloración 
castaño claro a blanquecino del píleo y 
la composición de la pileipellis la cual 
forma una policistodermis en la Oude-
mansiella cubensis (Alberti et al., 2020).

Figura 1. Basidioma silvestre Oudemansiella 
cubensis (MC 124). A) Detalle de las escamas 
del píleo. B) Detalle del himenóforo laminar. C) 
vista general in situ

Características de cultivo
El medio de cultivo de mejor perfil 

fue EMA (Tabla 1, Figura 2), al cuarto 
día de incubación colonizó enteramente 
a la placa, seguido por el PDA (quinto 
día) y Sab (noveno día). Estos resultados 
concuerdan con Carreño, et al., (2014) 
quienes demostraron que el crecimiento 
de la cepa en EMA a 26 °C se ve favore-
cido ante PDA bajo mismas condiciones 
de cultivo.
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Medio de 
cultivo

Diámetro de crecimiento en milímetros

Día Día Día Día Día Día Día Día

0 1 2 3 4 5 6 7

Sab 0 17,73 31,64 42,02 58,88 76,11 81,74 90,00

PDA 0 16,47 34,43 43,52 62,02 82,81 90,00 90,00

EMA 0 20,82 40,81 60,12 90,00 90,00 90,00 90,00

Tabla 1. Diámetro de Crecimiento de O. cubensis (C132) en distintos medios de 
cultivo incubados a 28°C, con valores expresados en milímetros por día

Crecimiento de O. cubensis en distintos medios de cultivo

Figura 2. Crecimiento (diámetro del cultivo en mm a lo largo del tiempo) de O. cubensis en diferentes 
medios de cultivo: Sab=Saboraud, PDA= Agar papa, EMA=Extracto de Malta Agar

Producción de basidiomas
 El sustrato marlo y chala en pro-

porción 50/50 fue de mejor rendimien-
to (13,97 ± 0,53%), seguido por 100% 
marlo (12,08%) y 100% chala (11,8%) 
(Figura 3, Figura 5).  Estos valores son 
mayores a los obtenidos por Silveira et 
al., (2001) para O. canarii, quienes ob-
tuvieron un  rendimiento de 4,47% ± 
1,34 utilizando de sustrato bagazo de 
caña de azúcar aserrín de eucalipto su-
plementado con salvado de trigo.

En cuanto a la eficiencia biológica 
(Figura 4) fue calculada en base a la pri-
mera oleada, el sustrato marlo y chala en 
proporción 50/50 fue de mayor eficien-
cia biológica con un 46,57 ± 1,76%, se-
guido de 100% marlo (40,27%) y 100% 
Chala (39,32%). Estos valores inferiores 
a los obtenidos por Alberti et al., (2021) 
para O. canarii quienes obtuvieron una 
eficiencia biológica del 132% utilizan-
do paja de trigo, pero mayores a los 
sustratos de pino (30,29%) y eucaliptus 
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(28,43%) evaluados hasta su agotamien-
to.

Análisis de metabolitos secundarios
Ensayos cualitativos

Los terpenoides son los metabolitos 
secundarios más abundantes del Reino 
Fungi, los sesquiterpenoides, diterpenoi-
des y triterpenoides son los compuestos 
más comúnmente aislados dentro del 
grupo de los Basidiomicota (Sandargo 
et al., 2019). En cuanto al género Oude-
mansiella, se han aislado pigmentos na-
ranja-amarillos de naturaleza terpenoi-
dal: dihidroxixerulina, xerulina y ácido 
xerulínico (Kuhn et al., 1990). Con res-
pecto a los alcaloides, si bien los resul-
tados cualitativos arrojaron resultados 
negativos, Xu et al., (2020) confirmaron 
la presencia del alcaloides hexahidro-
pirrolo [1, 2-α] pirazina-1, 4-diona, en 
aislamientos de Oudemansiella mucida 
(Schrad.) Höhn.

Figura 3. Rendimiento de producción de basidio-
mas de la primera oleada en las distintas propor-
ciones de sustratos

Figura 4. Eficiencia biológica de producción de 
basidiomas de la primera oleada en las distintas 
proporciones de sustratos

Figura 5. Basidiomas producido indoor de Oude-
mansiella cubensis (C132)
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Test Cambio de 
coloración

Alcaloides
Dragendorff (-)

Wagner (-)
Mayer (-)

Terpenos
Liebermann-Burchard (+++)

Salkowski (+++)
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totales (CFT), compuestos antioxidantes 
(CA)  y actividad antioxidante (AA) de 
los extractos etanólicos de los basidio-
mas silvestres y obtenidos por cultivo 
“in door” fueron analizados (Tabla 3). 

No se observaron diferencias entre 
las concentraciones de CFT del basi-
dioma silvestre y cultivado (9,98 mg 
GAE.g-1, 10,38 mg GAE.g-1 respectiva-
mente). Estos resultados son mayores a 
los resultados de Acharya et al., (2019), 
quienes describieron  5.38 ± 0.55 mg 
GAE g-1 para basidiomas silvestres de 
O. canarii. Vale mencionar que los au-
tores utilizaron metanol como solvente 
de extracción. Los compuestos fenóli-
cos son considerados antioxidantes con 
potencial redox, lo que permite reducir 
agentes donadores de hidrógeno, elimi-
nan radicales libres y oxígeno en estado 
sing  lete (Pietta, 2000; Teissedre y Lan-
drault, 2000; Barros et al., 2007).

Los compuestos antioxidantes tienen 
la habilidad de eliminar los radicales li-
bres e inhibir los mecanismos oxidativos 
que causan enfermedades degenerativas; 
están distribuidos en varios productos 
como granos, frutas, vegetales, té, es-
pecias, hierbas y hongos (Dubost et al., 
2007; Kozarski et al., 2011, Campi et 
al., 2019, 2021). Se observaron diferen-
cias sutiles en cuanto a la concentración 
de estos compuestos entre el basidioma 
silvestre y el cultivado (15,43 mg.g-1 
equivalentes de ácido ascórbico  EAA, 
3,19% AA y 16,72 mg.g-1 EAA, 3,37% 
AA respectivamente. Tabla 3). Los va-
lores de EEA obtenidos coinciden con 
los reportados para para basidiomas sil-
vestres de O. canarii 15.33±0,67 mg.g-1 
EAA (Acharya et al., 2019).

Ensayo cuantitativo
Los ensayos correspondientes a la 

cuantificación de compuestos fenólicos 

Tabla 2. Resultados de análisis cualita-
tivo de metabolitos secundarios del ba-
sidioma silvestre. (+), coloración tenue 
(++) coloración media (+++) coloración 
intensa (-) ausencia

Tabla 3. Valores de CFT, DPPH• y por-
centaje de actividad antioxidante de ba-
sidiomas silvestres y cultivados de O. 
cubensis
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CONCLUSIONES

La especie comestible O. cubensis 
presenta buen perfil gastronómico al ser 
muy palatable; y biológico al ser fuente 
de compuestos fenólicos y antioxidan-
tes.

Los análisis cualitativos demuestran 
resultados negativos para alcaloides y 
positivos para terpenos. 

Se ha demostrado que no existen 
diferencias en la concentración de los 
compuestos fenólicos, antioxidantes 
y porcentaje de actividad antioxidante 
entre los basidiomas silvestres y produ-
cidos indoor, también se ha demostrado 
la factibilidad en la domesticación de la 
cepa silvestre para el cultivo extensivo 
de la misma, utilizando residuos agroin-
dustriales locales como ser la chala y el 
marlo de maíz. 

Se recomiendan más ensayos quími-
cos, con distintos métodos de extracción 
y también ensayos en la suplementación 
de los sustratos de cultivo.

Este trabajo representa el primer per-
fil químico y biológico de la especie co-
mestible O. cubensis.
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Toxicidad del extracto acuoso de Sida cordifolia L. mediante el ensayo de micronúcleo 
en ratones. Las plantas medicinales son de amplio uso en el Paraguay, la mayoría de las 
especies carecen de información científica sobre su uso, es por ello necesario estudiar sus 
efectos sobre la fisiología general, a fin de determinar sus posibles efectos secundarios. La 
planta Sida cordifolia (Malva blanca), hierba perenne de la familia Malvaceae, se utiliza popu-
larmente para tratar la gripe, infecciones urinarias, inflamaciones del ovario, como emoliente, 
contra el enfriamiento y también se describe una actividad antinflamatoria. El objetivo de este 
trabajo fue determinar los efectos del extracto acuoso de la Malva blanca en eritrocitos de 
médula ósea de Mus musculus. Se realizó el recuento de 2.000 eritrocitos por animal para 
la evaluación de genotoxicidad y 500 eritrocitos por animal para la evaluación de citotoxici-
dad. En la evaluación de genotoxicidad del extracto acuoso de Sida cordifolia en eritrocitos 
de médula ósea de Mus musculus (ratones), a las concentraciones 0,01% y 0,02% no se 
observaron resultados significativos, en cuanto a la concentración del 0,04% se registró un 
nivel de significancia en comparación al control negativo. En la evaluación de citotoxicidad, 
se observó que todas las concentraciones utilizadas no registraron resultados significativos. 
El extracto acuoso de S. cordiafolia resultó genotóxica en la concentración de 0,04% pero no 
fue citotóxica en todas las concentraciones evaluadas. 
Palabras clave: plantas medicinales, genotoxicidad, citotoxicidad

Oxicity of the aqueous extract of Sida cordifolia L. by the micronucleus test in mice. 
Medicinal plants are widely used in Paraguay, however most species lack scientific infor-
mation on their use. It is therefore necessary to study their effects on general physiology in 
order to determine their possible side effects. Sida cordifolia (flannel weed), a perennial herb 
of the Malvaceae family, is popularly used to treat influenza, urinary infections, ovarian in-
flammation, as an emollient, against cooling, and anti-inflammatory activity is also described. 
The objective of this work was to determine the effects of the flannel weed aqueous extract 
on erythrocytes of the bone marrow of Mus musculus. For the genotoxicity evaluation, 2.000 
erythrocytes per animal were counted; while 500 erythrocytes per animal were counted for the 
cytotoxicity evaluation. In the genotoxicity evaluation, at concentrations 0.01% and 0.02%, no 
significant results were observed; regarding the concentration of 0.04 % a level of significance 
was recorded compared to the negative control. In the cytotoxicity evaluation, it was observed 
that all the concentrations used did not register significant results. the aqueous extract of S. 
cordiafolia was genotoxic at a concentration of 0.04%, but it was not cytotoxic at any of the 
concentrations evaluated.
Key words: medicinal plants, genotoxicity, cytotoxicity
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INTRODUCCIÓN

El uso de plantas medicinales en la sa-
lud es muy popular en muchas partes del 
mundo y este conocimiento es transmiti-
do de generación a generación (Muñoz, 
2001). En el Paraguay esta tradición es 
frecuente y el uso de plantas medicinales 
se ha ido incrementando como resultado 
de la unión de varias culturas (Soria y 
Ramos, 2015), en nuestro país han sido 
reconocidas alrededor de 296 especies 
de uso medicinal preventivo, curativo o 
paliativo (Basualdo et al., 2004), entre 
las cuales las nativas son las menos estu-
diadas, y cuya eficacia carece de un con-
trol de respaldo (Soria y Ramos, 2015). 
El uso de plantas medicinales o partes 
de estas, como antinflamatorios, es una 
práctica que se realiza desde la antigüe-

dad (Thi Tran et al., 2019) y entre estas 
especies, encontramos a la Sida cordi-
folia. La Sida cordifolia L. conocida 
como Malva Blanca (Figura 1), es una 
hierba perenne con tallo erecto, ramifi-
cado, cubierto de pelos blancos, las flo-
res con coloración salmón o amarillas, 
dispuestas en inflorescencias axilares y 
terminales, con frutos (Pin et al., 2009). 
Se cita el uso de las hojas, tallos y flores 
contra el catarro (Degen de Arrúa et al., 
2011). También se utiliza popularmente 
para tratar la gripe, como expectorante, 
las infecciones urinarias, inflamaciones 
del ovario, como emoliente, y el extracto 
de la raíz, en el mate, se utiliza contra 
el enfriamiento (Pin et al., 2009; Degen 
de Arrúa et al., 2011; Degen de Arrúa y 
González, 2014).

Figura 1.  Sida cordifolia L. (Jardín Botánico de Asunción-foto del autor)

A B
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Por otro lado, también se han eva-
luado el potencial farmacológico del 
extracto de la S. cordifolia. En el 2005, 
Dhawal et al., estudiaron el potencial 
antioxidante comparativo de extractos 
etanólicos de Sida cordifolia y demos-
traron que el extracto de la raíz de  esta 
planta posee una propiedad antioxidante 
significativa. Se ha observado además 
que presenta actividades analgésicas y 
antiinflamatorias en extractos acuosos 
de la parte aérea, mientras que extractos 
etanólicos han mostrado ser hipoglu-
cemiante (Ravi Kanth, V. y Diwan, P. 
V., 1999). Se ha descrito que el extrac-
to metanólico de raíces de S. cordifolia 
presentaron alta actividad antioxidante 
(Subramanya et al., 2015), actividad an-
timicrobiana y actividad contra células 
tumorales in vitro, entre otras varias ac-
tividades (Dinda et al., 2015).

El ensayo de micronúcleos se evalúa 
en los eritrocitos de la médula ósea de 
roedores y fue incluido en la batería de 
ensayos para evaluación de genotoxi-
cidad de productos químicos (Hayashi, 
2016). La médula ósea de los roedores 
adultos jóvenes es el tejido diana del 
daño genético en esta prueba (OECD, 
2016). Los micronúcleos se forman a 
partir de fragmentos de cromosomas o 
cromosomas rezagados en la división 
celular, como consecuencia de un efec-
to tóxico de un agente físico o químico 
(Sommer et al., 2020).Un aumento en la 
frecuencia de eritrocitos policromáticos 
micronucleados en los animales trata-
dos es una indicación de genotoxicidad 
(Dhawan y Bajpayee, 2019). El objetivo 
de este trabajo fue evaluar la genotoxici-
dad y citotoxicidad del extracto acuoso 
de Sida cordifolia en células de médula 

ósea de ratones.

MATERIALES Y MÉTODOS

Extracto acuoso: La planta se colec-
tó de la colección del Jardín Botánico de 
Asunción (JBA) y su posterior identifi-
cación se realizó en el herbario de la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales 
(FACEN). Deposito de planta identifica-
do como Voucher número 01 de Hernán 
Caballero. Se seleccionó toda la planta 
y se procedió al lavado de las mismas 
con agua potable para remover residuos 
y luego se dejó secar por lo menos una 
semana a temperatura ambiente, en el 
laboratorio, donde se mantuvo la circu-
lación de aire constante. Luego se proce-
dió a triturar y pesar el material vegetal, 
se llevó a ebullición 20 gramos en 500 
mL de agua destilada para la obtención 
del extracto, posteriormente se efectuó 
el proceso de filtración, con algodón y 
con papel de filtro Whatman, se congeló 
el extracto en balones para su posterior 
liofilización y se prepararon las distintas 
concentraciones de uso.

Animales: Para el ensayo de micro-
núcleos en medula ósea se utilizaron ra-
tones de la cepa swiss albino, de 6 a 12 
semanas de vida, que se adquirieron del 
Bioterio del Instituto de Investigaciones 
en Ciencias de la Salud (IICS). Fueron 
aclimatados por una semana en la Sala 
de Mantenimiento de Animales del la-
boratorio de Biotecnología del Centro 
Multidisciplinario de Investigaciones 
Tecnológicas (CEMIT). Los animales 
se mantuvieron en condiciones de tem-
peratura de 22°C ± 2°C, fotoperiodo de 
12h luz/12 h oscuridad, con dieta de ba-
lanceado y agua ad libitum.  Se siguie-
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ron las recomendaciones de la Guía de 
Principios Internacionales para Inves-
tigaciones Biomédicas que envuelven 
animales, elaborados por el Consejo de 
Organizaciones Internacionales de Cien-
cias Médicas (CIOMS, 2007). Se utilizó 
la cantidad mínima posible de animales 
y se tomaron todas las precauciones para 
evitarles sufrimientos innecesarios.

Tratamiento: Se prepararon concen-
traciones del extracto acuoso del 0,01%; 
0,02% y 0,04%, para su posterior uso en 
el tratamiento. Los ratones se agruparon 
conforme a su peso y se los distribuyo 
en cinco grupos, cada grupo con cinco 
individuos. El primer grupo se identificó 
como el control negativo en el cual los 
ratones fueron tratados con agua pota-
ble. El segundo, tercero y cuarto grupos 
fueron tratados con tres concentraciones 
de: 0,01%; 0,02% y 0,04% del extrac-
to acuoso de Sida cordifolia. El quinto 
grupo correspondió al control positivo 
en el cual los ratones fueron tratados con 
ciclofosfamida (CP), 50mg/1.000g ani-
mal.

Test de micronúcleo: Se realizaron 
administraciones consecutivas de los ex-
tractos y el control negativo, con interva-
los de 24 hs por 14 días (lunes a viernes) 
durante dos semanas, por vía oral, y por 
vía intraperitoneal el control positivo 24 
hs antes del sacrificio. Los animales fue-
ron sacrificados por dislocación cervical 
en el día 15 del tratamiento.  El proce-
dimiento empleado para la obtención de 
las preparaciones de la medula ósea, fue 
realizado de acuerdo a la metodología 
propuesta por Schmid (1975) y el núme-
ro de células analizadas fue de acuerdo 
a la guía de procedimientos de la OECD 
(2016). Se cortaron las epífisis de cada 

fémur con tijeras quirúrgicas para obte-
ner la médula ósea. Se tomó 1,5 ml de 
suero fetal bovino (SFB) previamente 
calentado a 37° C, en una jeringa de 5 
ml. Se insertó la aguja en canal medu-
lar y se enjuago la médula ósea median-
te lavados suaves y se transfirió todo el 
material a un tubo de ensayo. Luego se 
centrifugo la suspensión celular resul-
tante a 1000 rpm durante 10 min. Des-
pués de la centrifugación, se desechó el 
exceso de sobrenadante. Se resuspendió 
el botón de células con suero y se prepa-
raron las muestras. Se colocó una gota 
de la muestra en un portaobjetos limpio 
y seco, se realizó el frotis y se dejó secar. 
A continuación, las células se fijaron en 
metanol 100% durante 10 minutos. La 
tinción de las muestras se realizó con 
Giemsa al 4%. Se realizó el recuento de 
2.000 eritrocitos por animal para el aná-
lisis genotóxico, incluido los que pre-
sentaron micronúcleos. Para el análisis 
citotóxico, se contaron 500 eritrocitos 
por animal y se determinaron las ratios 
entre Eritrocitos Policromáticos (EPC) y 
Eritrocitos Normocromáticos (ENC) de 
cada grupo. Diferencias significativas de 
las ratios de los grupos de tratamiento 
con la ratio del control indican toxicidad.

Análisis estadístico: Los Análisis 
estadísticos realizados fueron Anova y 
test de Tukey, utilizando el programa 
SPSS (21).

RESULTADOS

Para evaluar los posibles efectos ge-
notóxicos y citotóxicos de la plantas de 
uso medicinal Sida cordifolia se trataron 
ratones con tres concentraciones del ex-
tracto acuoso de la misma. Las concen-
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traciones utilizadas se eligieron toman-
do como referencia al uso de la planta 
por una persona de 60 Kg y se trataron 
los ratones en proporción al peso. Los 
resultados obtenidos en la evaluación 
del potencial genotóxico y citotóxico 
se muestran en la Tabla 1. Se contaron 
2000 eritrocitos policromáticos por ani-
mal tratado, en donde se observó la can-
tidad de eritrocitos policromáticos con y 
sin micronúcleos (Figura 2); también se 
muestra la ratio obtenida entre el total de 
eritrocitos policromáticos y normocro-
máticos en el análisis de citotoxicidad. 
Los resultados obtenidos con el extrac-

to acuoso de malva blanca fueron do-
sis dependiente, siendo la dosis mayor 
evaluada, estadísticamente significativa, 
cuando comparada las frecuencias con el 
control negativo. Con relación al análisis 
del potencial citotóxico, se observó que 
los tratamientos realizados con malva 
blanca no fueron citotóxicos en las con-
centraciones evaluadas en este estudio. 
El control positivo, ciclofosfamida, re-
sultó significativo, al compararse con la 
frecuencia de eritrocitos micronucleados 
y con la ratio encontradas en el control 
negativo, lo que valida el ensayo.

Figura 2.  Eritrocitos policromáticos micronucleados observados en el control positivo (flecha)

Tratamientos                                             Total de células
                                                EPC                           EPCMN Ratio EPC/ENC  

Control negativo 9996 04 1,495

Control positivo 9948 52* 1,142*

0,01% 9991 09 1,535

0,02% 9987 13 1,485

0,04% 9981 19* 1,487

EPC: Eritrocitos policromáticos, EPCMN: eritrocitos policromáticos con micronúcleo. ENC: eritroci-
tos normocromáticos. %: concentración utilizada. *p<0,05

Tabla 1. eritrocitos policromáticos micronucleados y la ratio entre eritrocitos poli-
cromáticos y eritrocitos normocromáticos
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DISCUSIÓN

La toxicidad de las medicinas tradi-
cionales a base de hierbas no se ha eva-
luado por completo en la mayoría de los 
casos y las plantas medicinales pueden 
ser extremadamente dañinas para la sa-
lud humana (Sponchiado et al., 2016). 
Para el uso seguro de las plantas de las 
plantas de uso medicinal, las validacio-
nes científicas son obligatorias (Me-
hreen et al., 2016). Se recomienda una 
batería de ensayos para detectar posibles 
agentes genotóxicos, y entre estos se 
encuentra el ensayo de micronúcleos in 
vivo (Kramer, 1997). En este estudio se 
investigó el potencial genotóxico del ex-
tracto acuoso de S. cordifolia, utilizando 
como biomarcador la formación de mi-
cronúcleo en eritrocitos de médula ósea 
de ratones. Los micronúcleos se forman 
como resultado al daño estructural en los 
cromosomas y/o el retraso del cromoso-
ma entero durante la anafase (Doherty 
et al., 2012). Esta técnica es una de más 
utilizadas para evaluar extractos de plan-
tas de uso medicinal (Sponchiado et al., 
2016). Las dosis utilizadas en este en-
sayo se referenciaron en las cantidades 
utilizadas por un ser humano de 60 kg 
de peso corporal. En la evaluación reali-
zada en este trabajo de investigación, se 
observó que la concentración de 0,01%  
no fue significativa, así como la concen-
tración de 0,02%, que se seleccionó de 
acuerdo al uso en humanos. La respues-
ta obtenida en este trabajo fue de tipo 
dosis dependiente. Otros autores como 
Montero et al., (2001), han reportado 
que seis plantas medicinales analizadas 
por esta técnica, no mostraron un efecto 
genotóxico, a pesar de haber evaluado 

dosis de 2.000g/peso del animal, a pesar 
de las bajas concentraciones evaluadas 
en este trabajo, nuestro extracto resultó 
genotóxico en la concentración más alta 
analizada, esto podría indicar, que, esta 
planta puede ser genotóxica para el uso 
humano. Otros estudios realizados, utili-
zándose la técnica de evaluación de MN 
en ratones, en plantas de uso medicinal 
como la Luehea divaricata, se observó 
que el extracto de la misma no presento 
actividad mutagénica al ser comparada 
con su control negativo (Segovia et al, 
2016). Además de los usos que se le da 
al extracto de esta planta, se describen 
otras, como en el tratamiento de disen-
tería crónica, asma, gonorrea, blenorrea, 
desordenes nerviosos y otros (Dinda et 
al., 2015). Este trabajo tuvo como re-
sultado la obtención de información so-
bre las efectos secundarios del extracto 
acuoso de S. cordifolia, y se ha obser-
vado que presenta un potencial genotó-
xico, por lo que se debe considerar su 
uso con precaución. En el control posi-
tivo se registró un valor significativo al 
igual que Fernández et al., (2005), que 
también utilizaron Ciclofosfamida para 
dicho control.

En la evaluación del efecto citotó-
xico del extracto de S. cordifolia en 
células de médula ósea. Los resultados 
registrados con el extracto acuoso no 
demuestran valores significativos, de 
igual manera con los valores de Mella-
do-García et al., (2016), donde evalua-
ron una especie comercial de Allium sp. 
mediante el ensayo de MN en células 
de ratones, ensayo en el cual tampo-
co registraron valores significativos en 
cuanto a la disminución de ratio EPC/
ENC. Una disminución en la ratio EPC/
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ENC, de los grupos tratados comparados 
con el control negativo, indica toxicidad 
para la médula ósea (Suzuki et al., 1989, 
Rabello-Gay et al., 1991). Las ratios de 
los tratamientos con S. cordifolia fueron 
iguales al control negativo, por lo que 
podemos sostener que esta planta, en es-
tas condiciones experimentales, tiene un 
potencial genotóxico pero no citotóxico.

CONCLUSIÓN

Se evaluó el efecto genotóxico y 
citotóxico del extracto acuoso de Sida 
cordifolia en eritrocitos de médula ósea 
de Mus musculus. Para el control geno-
tóxico las concentraciones del 0,01% y 
0,02% no presentaron significancia, en 
cuanto a la concentración del 0,04% se 
registró un nivel significativo en com-
paración al control negativo. El extracto 
acuoso no registró un nivel significativo 
en la evaluación de su efecto citotóxico, 
en las concentraciones evaluadas. Con-
siderando el efecto observado, se hace 
necesario realizar otras evaluaciones del 
extracto de Sida cordifolia, en células 
humanas y/o en hepatocitos de modelos 
murinos, con el objetivo de establecer el 
nivel de toxicidad de esta planta de uso 
medicinal.
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