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Resumen

La familia Orchidaceae cuenta con una notable diversidad, abarcando aproximadamente 775
géneros y 24,500 especies distribuidas en todo el mundo. Ciertas especies dentro del género
Sobralia se utilizan en la medicina tradicional para tratar inflamaciones, heridas y trastornos
gastrointestinales, aunque carecen de respaldo cientifico suficiente para sus actividades
bioldgicas, el estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante de extractos
hidroalcohdlicos de cinco especies de orquideas del género Sobralia presentes en Ecuador,
junto con la identificacion molecular utilizando el método BARCODE. Las muestras de
Sobralia se recolectaron en cuatro provincias de Ecuador, seguidas de la preparacion de
extractos hidroalcoholicos tanto de hojas como de tallos mediante maceracion. Ademas, se
determind la concentraciéon de fenoles totales utilizando el método de Folin-Ciocalteu,
revelando valores mas altos en las hojas de las especies S. ecuadorana y S. pulcherima,
correlacionando con una mayor actividad antioxidante demostrada mediante el método de
captacion de radicales DPPH, donde S. ecuadorana (IC50 de 1.52 mg/ml) y S. pulcherima
(IC50 de 2.08 mg/ml) mostraron los resultados més prometedores. Para la identificacion
molecular, primero se extrajo el ADN de las muestras utilizando el método de Doyle y Doyle,
seguido de la secuenciacion mediante andlisis de PCR utilizando los marcadores
cloroplésticos matK y rpoCl1. Posteriormente, las secuencias obtenidas se refinaron para
mejorar su calidad. Los arboles filogenéticos construidos utilizando MEGA 11.0 indicaron
la eficacia de estos marcadores en la identificacion a nivel de género y especie de las
orquideas, la investigacion ofrece una herramienta molecular para la identificacion precisa
de orquideas y subraya el potencial farmacéutico de ciertas especies endémicas ecuatorianas

basado en su actividad antioxidante.

Palabras clave: orquidea; sobralia; actividad antioxidante; método barcode; dpph
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Abstract

The Orchidaceae family boasts remarkable diversity, encompassing approximately 775
genera and 24,500 species distributed worldwide. Certain species within the Sobralia genus
are utilized in traditional medicine to address inflammations, wounds, and gastrointestinal
disorders, albeit lacking sufficient scientific backing for their biological activities. This study
aimed to assess the antioxidant activity of hydroalcoholic extracts from five Sobralia orchid
species present in Ecuador, alongside molecular identification using the BARCODE method.
Sobralia samples were collected across four provinces of Ecuador, followed by the
preparation of hydroalcoholic extracts from both leaves and stems through maceration.
Additionally, total phenol concentration was determined using the Folin-Ciocalteu method,
revealing higher values in the leaves of S. ecuadorana and S. pulcherima species, correlating
with enhanced antioxidant activity as demonstrated by the DPPH radical scavenging method,
where S. ecuadorana (IC50 of 1.52 mg/ml) and S. pulcherima (IC50 of 2.08 mg/ml) exhibited
the most promising results. For molecular identification, DNA was first extracted from the
samples using the Doyle and Doyle method, followed by sequencing via PCR analysis
utilizing chloroplastic markers matK and rpoC1. Subsequently, the obtained sequences were
refined to improve quality. Phylogenetic trees constructed using MEGA 11.0 indicated the
effectiveness of these markers in genus and species-level identification of orchids. In
conclusion, this research offers a molecular tool for precise orchid identification and
underscores the potential pharmaceutical utility of certain endemic Ecuadorian species based

on their antioxidant activity.

Keywords: orchid; sobralia; antioxidant activity; barcode method; dpph
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Introduccion

Las orquideas son conocidas por su elegancia y una amplia variedad de formas, colores y
fragancias. Ecuador, gracias a su ubicacion geografica y biodiversidad, alberga una notable
diversidad de estas plantas (Coronado, 2020). La familia Orchidaceae incluye alrededor de
775 géneros y 24,500 especies que se encuentran distribuidas por todo el mundo. Desde
tiempos antiguos, las orquideas han sido utilizadas en la medicina tradicional, especialmente
en China, para tratar afecciones como inflamaciones y enfermedades infecciosas (Suta et al.,
2017).

Las orquideas son una de las familias mas diversas y grandes del reino vegetal, con més de
25,000 especies identificadas, agrupadas en aproximadamente 700-800 géneros distintos.
Son apreciadas por sus exoéticas y llamativas flores, lo que ha impulsado su cultivo intensivo
y su uso ornamental en arreglos florales y decoracion . Ademas de su diversidad geografica
y taxondmica, las orquideas son ampliamente cultivadas y comercializadas por sus multiples
usos medicinales y alimenticios (Zhang et al., 2018).

Las plantas se emplean en la medicina tradicional en diferentes partes del mundo. Por
ejemplo, especies de los géneros Dendrobium y Eulophia son utilizadas en la medicina china
y ayurvédica, mientras que géneros como Ophrys y Epipactis se emplean en Europa para
tratar la gastritis (Teoh 2016). Ademas, algunas orquideas tienen aplicaciones en la industria
alimentaria, ya que los bulbos de ciertas especies contienen un polisacarido llamado
glucomanano, utilizado en la elaboracion de productos como el "salep" Hossain (2011).

Las vainas secas de orquideas del género Vanilla se han utilizado durante mucho tiempo para
producir esencia de vainilla, un popular aromatizante y saborizante Randriamiharisoa et al.
(2015). La familia Orchidaceae, que incluye estas plantas, es una de las mas grandes dentro
de las plantas vasculares, con alrededor de 27,801 especies distribuidas en todo el mundo,
especialmente en los tropicos (The Plant List 2013). Sus hojas, tallos, flores y raices muestran
una variedad de adaptaciones morfologicas y fisioldgicas que les permiten sobrevivir en una
variedad de habitats, desde epifitas hasta terrestres (Ruiz, 2020).

Orchidaceae representa una de las familias mas grandes de angiospermas y sus especies son
altamente valoradas en aplicaciones cosméticas, alimenticias y farmacéuticas debido a sus
metabolitos bioactivos (Kumar & Singh, 2023). La distribucion global de las orquideas esta
influenciada por factores climaticos y, en consecuencia, pueden desarrollarse como litofitas,
epifitas, terrestres o saprofitas. Aunque algunas especies son endémicas, su diversidad
excepcional se debe principalmente a adaptaciones fisioldgicas y a interacciones altamente
especificas entre la planta y sus polinizadores (Menchaca, 2011).
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Ecuador cuenta con una abundante diversidad de orquideas, siendo hogar del 14% de las
especies descritas a nivel mundial. El pais presenta cuatro de las cinco subfamilias
reconocidas globalmente, con 273 géneros y 4,032 especies documentadas, de las cuales
1,714 son endémicas. Se estima que al menos 400 especies adicionales se encuentran en
proceso de descripcion (Gallardo et al., 2021). Se ha demostrado que varios metabolitos
secundarios de plantas poseen propiedades antioxidantes, que son beneficiosas para la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Pisoschi & Pop, 2015).
Entre las plantas que destacan por su contenido de compuestos fendlicos y flavonoides se
encuentran varias familias, como Lamiaceae, Asteraceae y Orchidaceae (Gallego, 2016).

El proceso de autooxidacion y el estrés oxidativo se asocian con el desarrollo de
enfermedades como el cancer y la diabetes. Aunque los antioxidantes sintéticos se han
utilizado para prevenir estas enfermedades, su uso puede conllevar efectos adversos (Nguyen
et al., 2018). Por otro lado, segun Kuskoski et al., (2005), los antioxidantes de origen natural
podrian representar una alternativa mas segura y efectiva para combatir las enfermedades
causadas por el dafio oxidativo.

En la flora ecuatoriana, diversas especies de orquideas del género Sobralia han mostrado
actividad antioxidante en estudios anteriores, asociada principalmente con fenoles y
flavonoides. Sin embargo, se desconoce cémo varia esta actividad entre diferentes especies
de Sobralia presentes en Ecuador (Minh et al., 2016), la falta de informacion dificulta la
identificacion de las especies nativas de Sobralia con mayor potencial antioxidante, lo que
limita el desarrollo de productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios funcionales
centrados en la prevencion del estrés oxidativo (Surag et al., 2022).Por lo tanto, es crucial
investigar la variabilidad de la actividad antioxidante de extractos hidroalcohdlicos en
especies del género Sobralia. Siendo el objetivo general evaluar la actividad antioxidante de
extractos hidroalcoholicos de cinco especies del género Sobralia (Orchidaceae) presentes en
el Ecuador mediante el método del radical a,a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH) en
comparacion con el estdndar de acido Ascérbico, con el fin de establecer la especie con mayor
capacidad de captacion de radicales libres.

Material y Métodos

Recoleccion del material vegetal

Durante los meses de mayo y agosto de 2023, se recolectaron muestras de 7 individuos
pertenecientes a 4 especies del género Sobralia en 4 provincias de Ecuador. Los datos de
recoleccion se registraron en el libro de campo Marco Cerna. Las muestras para el estudio
fitoquimico se obtuvieron cortando hojas y tallos de los individuos, que fueron lavados y
desinfectados en el laboratorio. Para el estudio molecular, se recolect6 tejido foliar joven de
los individuos, el cual se almacené en bolsas etiquetadas y luego se trasladd al laboratorio
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utilizando silica gel como secante para eliminar la humedad. Las muestras fueron procesadas
y almacenadas en un congelador en la Universidad Politécnica Salesiana, Campus El Giron.

Obtencion de los extractos mediante Maceracion

Se aplico la técnica de maceracion segun Clavijo & Cruz (2017), utilizando una relacion de 1:3
entre el material vegetal y el solvente (etanol al 70%). El proceso se llevo a cabo durante 8
dias en frascos cubiertos con papel aluminio y mantenidos en oscuridad total. Posteriormente,
los extractos se filtraron y concentraron utilizando un rotavapor a presion reducida y 70°C
hasta alcanzar una relacion de 1:1 entre el volumen del extracto y la masa inicial del material
vegetal. Los extractos concentrados se almacenaron refrigerados para su posterior analisis de
compuestos fenolicos totales.

Determinacion de los compuestos fendlicos totales

Se empled el método de Folin-Ciocalteu para cuantificar los fenoles totales, preparando
soluciones patron de acido galico con concentraciones conocidas para una curva de
calibracion. Se realizaron soluciones patron de acido gélico en etanol con concentraciones de
100, 200, 300, 500 y 1000 ppm, a las cuales se les agregd reactivo de Folin-Ciocalteu y
carbonato de sodio al 20%. Tras un periodo de reposo, se midi6 la absorbancia a 765nm en
un espectrofotometro JASCO V-730 para obtener una curva de calibracion, el procedimiento
se llevo a cabo por triplicado, utilizando el blanco con los mismos volumenes de reactivo y
agua destilada.

Tabla 1. Preparacién de estandares para curva de calibracion para fenoles totales. - Muestra los
volumenes y concentraciones utilizados para preparar diferentes estandares de 4cido galico, los cuales serviran
como referencia para cuantificar fenoles totales mediante un método espectrofotométrico, como el ensayo de
Folin-Ciocalteu.

Concentracion Volumen Acido Volumen Reactivo de Carbonato
N Tubo Acido Gilico Galico Agua Folin-Ciocalteu de Sodio

ppm ml destilada ml ml 20%
Blanco = - e 4 0,25 0,75
Estandar 1 100 0,05 3,95 0,25 0,75
Estandar 2 200 0,05 3,95 0,25 0,75
Estandar 3 300 0,05 3,95 0,25 0,75
Estandar 4 500 0,05 3,95 0,25 0,75
Estandar 5 1000 0,05 3,95 0,25 0,75

Las muestras de los 7 individuos de Sobralia se analizaron siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente. Se disolvieron en etanol al 96% con una proporcion de 1/10 y se
cuantificaron los fenoles totales utilizando la ecuacion obtenida a partir de la regresion lineal
de la curva de calibracion.

Ecuacion 1. Determinacion de la cantidad de fenoles totales en los 7 individuos de Sobralia
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Y=mx-b
Donde:
y=absorbancia
x=concentracion de las soluciones de acido galico
m= pendiente de la recta
b=Interseccion a la recta

Determinacion de la Actividad Antioxidante

https://doi.org/10.56048/MQR20225.8.2.2024.500-523

Se evalu6 la actividad antioxidante utilizando un espectrofotometro JASCO V-730 y el
software Spectra Manager TM. Se prepard una solucion patron de DPPH en etanol grado
analitico siguiendo el método descrito por Paudel et al. (2015) y se almaceno en refrigeracion
a 5°C. Asimismo, se prepard una solucion de acido Ascorbico siguiendo la metodologia de
Noriega et al. (2015), y se leyeron los tubos de ensayo en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 517nm, luego de dejarlos en agitacion a temperatura ambiente y protegidos de la

luz.

Tabla 2. Método de diluciones DPPH. — La tabla muestra las diluciones utilizadas de DPPH para evaluar la

capacidad antioxidante de las diferentes muestras.

Frascos Muestra o DPPH Etanol 96%
Vitamina C
DPPH 2,9 ml 100 uL
1 2 uL 2,9 ml 98 uL
2 S5uL 2,9 ml 95 uL
3 10 uL 2,9 ml 90 uL
4 20 uL 2,9 ml 80 uL
5 50 uL 2,9 ml 50 uL
6 80 uL 2,9 ml 20 uL

Finalmente se calcul6 el porcentaje de inhibicion mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

% Inhibicion del radical DPPH =

Fuente: (Molyneux, 2004).

Dénde:

Am: Representa la absorbancia de DPPH con el extracto (o vitamina C)

Abm: Representa la absorbancia de DPPH sin el extracto.

Analisis molecular

Am — Abm
-t

)xlOO

El estudio molecular se realizd en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad
Politécnica Salesiana, Campus Gir6én, en la ciudad de Quito. Se emple6 la metodologia de
DNA BARCODE para analizar las regiones matK y rpoC1 del genoma cloroplastico.
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Extraccion del ADN

Se llevaron a cabo dos protocolos para la extracciéon de ADN: el Protocolo Directo utilizando
el Kit Platinum Direct PCR Universal Master Mix de Invitrogen, y el Protocolo Modificado
de Doyle y Doyle. En el primero, se macerd tejido vegetal en un tubo con Dilution Buffer, y
luego se tomo una muestra del sobrenadante para la amplificacion por PCR. En el segundo,
se triturd el material vegetal con Buffer de Lisis y otros reactivos, se incubd, se centrifugo,
se agregd fenol:cloroformo, se precipitd con isopropanol, y se lavd con etanol antes de
resuspender el ADN en TE 1X. La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Ademads, se realizo la reaccion de cadena de polimerasa (PCR) para
amplificar las regiones matK y rpoC1 del ADN utilizando un termociclador. Los productos
de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel para su posterior identificacion
molecular.

Tabla 3. Composicion de la mezcla PCR. - La tabla muestra los reactivos y las cantidades necesarias para
preparar mezcla de reaccion estandar utilizada en la técnica de PCR.

Reactivo Volumen (ul) para 1 muestra
Platinum ™ Direct PCR Universal Master Mix 12,5
Primer forward 0,5
Primer reverse 0,5
Agua libre de ARNasas 10,5
ADN 1
Total 25

Fuente: (invitrogen, 2019)

Los productos amplificados de PCR fueron secuenciados por la técnica Sanger clasica
automatizada en la empresa Macrogen Inc en Corea. Las secuencias obtenidas fueron
limpiadas de ruido de fondo y alineadas utilizando el programa Finch TV y el sistema
MUSCLE. Se construyeron arboles filogenéticos utilizando el método de Madaxima
Verosimilitud con el modelo evolutivo Tamura 3-parameter con distribucion gamma
(T92+G) y un Bootstrap de 500 en el programa MEGA v 11.0. Finalmente, las secuencias se
compararon mediante la herramienta BLAST del Genbank para su analisis.

Resultados

Obtencion de los extractos Hidroalcoholicos.

Se recolectaron 14 extractos hidroalcohdlicos a una concentraciéon 1:1, obtenidos de 5
especies del género Sobralia (7 de hojas y 7 de tallos), como se detalla en las tablas 4 y 5. En
el andlisis molecular de los 7 individuos recolectados, se identificaron 5 especies distintas,
mientras que las 2 especies restantes fueron repeticiones. Las especies identificadas fueron
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Sobralia Sp, Sobralia rosea, Sobralia cf. virginalis, Sobralia pulcherrima y Sobralia
ecuadorana.

Tabla 4. Volimenes de extraccion de diferentes especies de hojas de Sobralia. — Presenta el ntimero de
coleccion registrado en el libro de campo (M cerna), nombre de la especie, peso de las hojas en g (gramos),
volumen del extracto recuperado y volumen del extracto concentrado en ml (mililitros). Los datos indican que
se realizaron extracciones hidroalcohdlicas mediante maceracion a partir de hojas de distintas especies de
Sobralia.

No. de Numero de Peso de la hoja Volumen del extracto Volumen del extracto
muestras coleccion Muestra g recuperado (ml) concentrado (ml)
1 4707 Sobralia rosea 264,0 892 264,0
2 4741 Sobralia sp. 126,2 479 126,0
3 4742 Sobralia cf. virginalis 169,5 608 169,0
4 4747 Sobralia ecuadorana 188.3 665 188,0
5 4748 Sobralia pulcherrima 2014 600 201,0
6 4749 Sobralia ecuadorana 101,6 400 101,0

7 4951 Sobralia ecuadorana 200,5 650 2000

Tabla 5. Volumenes de extraccion de diferentes especies de hojas de Sobralia. - Presenta el numero de
coleccion registrado en el libro de campo (M cerna), muestra, nombre de la especie, peso de los tallos en gramos
(g), volumen del extracto recuperado y volumen del extracto concentrado en mililitros (ml). Los datos indican
que se realizaron extracciones hidroalcoholicas mediante maceracion a partir de tallos de distintas especies de
Sobralia.

Numero

No. de Volumen del extracto Volumen del extracto
de Muestra Peso de los tallos g
muestras Lz recuperado (ml) concentrado (ml)
coleccion
1 4707 Sobralia rosea 114,00 480 114,0
2 4741 Sobralia sp. 96,30 388 96,0
Sobralia cf.
3 4742 virginalis 175,70 325 179,0
4 4747 Sobralia ecuadorana 114,75 400 114,0
Sobralia
5 4748 pulcherrima 150,14 300 150,0
6 4749 Sobralia ecuadorana 101,64 320 101,0
7 4951 Sobralia ecuadorana 152,71 400 152,0

El método de extraccion por maceracion fue eficiente para obtener metabolitos secundarios
a partir de tejidos de hojas y tallos del género Sobralia. Los volumenes de extracto
recuperado varian entre las especies, desde 300 ml para S. pulcherrima hasta 665 ml para S.
ecuadorana de hojas y tallos, las diferencias pueden atribuirse a variaciones en la
composicion quimica y el contenido de compuestos extractables en cada especie. El método
de extraccion utilizado, basado en la maceracion, favorece la difusion completa de los
compuestos activos al romper las paredes y membranas celulares del material vegetal,
aumentando la superficie de contacto del solvente. La mezcla hidroalcoholica empleada
permite extraer una amplia gama de compuestos, combinando las propiedades solventes del
aguay el alcohol.

Determinacion de Fenoles totales
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Se determind la concentracion de fenoles totales en cada muestra mediante una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de una solucion estdndar de acido galico,
midiendo la absorbancia de las muestras a 765 nm. La curva de calibracién mostrd un valor
de R? de 0,9994, indicando una linealidad aceptable. La ecuacion de la curva (y = 0,0007x +
0,0205) se utilizo para determinar las concentraciones de los extractos evaluados, cuyos

valores se presentan en las tablas a continuacion:

Tabla 6.- Concentracion de fenoles totales en extractos de hojas de diferentes especies de Sobralia. - La
tabla presenta los valores de absorbancia a 765 nm (ABS), los cuales se utilizan para calcular la concentracion
de fenoles totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. Se muestran las concentraciones de fenoles totales
expresadas en mg equivalentes de acido galico (EAG) por ml de extracto, asi como las concentraciones
promedio para cada especie de Sobralia analizada.

Concentracion de fenoles .. .
Concentracion promedio de

. . ABS totales (mg EAG
Numero de coleccion Muestra 7650m /ml de extracto) fenoles totales
Sobrali 0,2869 3,81
4707 obratia rosea 0,2507 3,29 3,630,30
0,2863 3,80
0,4265 5,80
Sobralia sp. 0,4253 5,78
4741 0.4018 545 5,78+0,20
0,3852 5,21
. L 0,3617 4,87
4742 Sobralia cf. virginalis 0.3852 521 5,09+0,19
0,6138 8,48
4747 Sobralia ecuadorana 0,6221 8,59 8,52+0,07
0,6143 8,48
0,5713 7,87
4748 Sobralia pulcherrima 0,5617 7,73
0.5552 7.64 7,750,12
0,6975 9,67
. 0,6992 9,70
4749 Sobralia ecuadorana 0.6956 9.64 9,67+0,03
0,6987 9,69
4751 Sobralia ecuadorana 0,7001 9,71 9,70+0,01
0,6998 9,70

En la identificacion molecular de las 7 muestras recolectadas, se obtuvieron 5 especies
distintas de Sobralia debido a que 2 especies se repitieron. Las especies identificadas fueron
Sobralia sp, Sobralia rosea, Sobralia c.f. virginalis, Sobralia pulcherrima y Sobralia
ecuadorana. Los extractos evaluados de estas especies mostraron una cantidad considerable
de compuestos fenodlicos, especialmente los provenientes de Sobralia ecuadorana de las
provincias de Santo Domingo de los Tsachilas y Cotopaxi, que presentaron la mayor
concentracion de fenoles: 8,52 + 0,07 mg GAE/ml, 9,67 + 0,03 mg GAE/ml y 9,70 = 0,01
mg GAE/ml, respectivamente. Se observd que las muestras de Cotopaxi tenian mas fenoles
que las de Santo Domingo de los Tsachilas, lo que podria atribuirse a las diferencias en las
condiciones ambientales entre estas zonas, los resultados concuerdan con estudios previos
que reportaron concentraciones similares de fenoles totales en extractos de orquideas, lo que
resalta el potencial bioactivo de estas plantas.

Tabla 7. Concentracion de fenoles totales en extractos de tallos de diferentes especies de Sobralia. - La
tabla presenta los valores de absorbancia a 765 nm (ABS), los cuales se utilizan para calcular la concentracion
de fenoles totales. Se muestran las concentraciones de fenoles totales expresadas en mg equivalentes de acido
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gélico (EAG) por ml de extracto, asi como las concentraciones promedio para cada especie de Sobralia
analizada.

Concentracion de fenoles ., .
Concentracién promedio de

Numero de coleccién ABS totales (mg EAG
Muestra fenoles totales
765nm /ml de extracto)
0,1952 2,50
. 0,2249 2,92 2,50+0,24
4707 Sobralia rosea 0.1952 2.50
0,3669 4,95
4741 Sobralia sp 0,3565 4,80
+
0,3622 4,38 4,80+0,07
0,3325 4,46
4742 Sobralia cf. virginalis 03412 4,58 4.50£0.07
0,3331 4,47 ’ ’
0,5015 6,87
4747 Sobralia ecuadorana 0,5034 6,90
-+
0,5016 6,87 6,880,02
. . 0,4316 5,87
4748 Sobralia pulcherrima 0,4029 5,46 5,730,24
0,4313 5,87
Sobralia ecuadorana 0,5531 7,61
4749 0,5609 7,72 7,65+0,06
0,5531 7,61
Sobralia ecuadorana g’zii; ;’i;
E 4 +
4751 0.5649 778 7,70+0,19

Los extractos de tallos de la especie Sobralia ecuadorana, mostraron una concentracion de
fenoles mayor en las muestras 4747 (6,88 £ 0,02 mg GAE/ml), 4749 (7,65 + 0,06 mg
GAE/ml) y 4751 (7,70 = 0,19 mg GAE/ml). Sin embargo, se observa en la tabla a
continuacion que las hojas presentan una cantidad significativamente mayor de compuestos
fendlicos en comparacion con los tallos para todas las especies del género Sobralia
estudiadas, la diferencia puede atribuirse a que las hojas estdn especializadas para la
fotosintesis, proceso que requiere antioxidantes como los fenoles para proteger los
cloroplastos de los radicales libres. Por otro lado, los tallos, al sostener a la planta y conducir
la savia, no necesitan la presencia de estos compuestos, lo que resulta en un menor contenido
de fenoles en comparacion con las hojas. Las rutas metabolicas que forman los fenoles, como
la ruta del acido shikimico, ocurren principalmente en las hojas, donde las enzimas estan mas
activas debido a las necesidades de la fotosintesis y la formacion de metabolitos secundarios.
Ademas, las hojas tienen mayores requerimientos de compuestos fendlicos como mecanismo
de defensa contra la radiacion solar, el herbivorismo y las infecciones por patogenos.

Actividad Antioxidante

Se observa que los extractos de hojas de las muestras de Sobralia presentan un contenido mas
alto de fenoles totales en comparacion con los extractos de tallos. Dado que los compuestos
fendlicos son responsables de la actividad antioxidante en las plantas, se seleccionaron los
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extractos de hojas para evaluar esta actividad. La tabla 9 muestra los porcentajes de inhibicion
del radical DPPH por los extractos obtenidos de las 7 muestras del género Sobralia, junto con
la concentracion expresada en mg/ml. Se observa que los extractos de Sobralia ecuadorana
presentan los mayores porcentajes de inhibicion, indicando una mayor actividad antioxidante
en estas muestras.

Tabla 8. IC 50 obtenidos en los 7 extractos del género Sobralia. - La tabla muestra los valores obtenidos de
la concentracion inhibitoria media, IC 50 es la concentracion del extracto necesaria para inhibir el 50% de la
actividad del radical DPPH.

No. de Coleccién Especies IC50
4707 Sobralia Rosea 4,40
4741 Sobralia sp. 2,46
4742 Sobralia cf. Virginalis 2,54
4747 Sobralia ecuadorana 1,75
4748 Sobralia pulcherima 2,08
4749 Sobralia ecuadorana 1,52
4751 Sobralia ecuadorana 1,58

Se realizaron analisis estadisticos para evaluar la actividad antioxidante de los extractos de
Sobralia. Se encontraron diferencias significativas en los valores de IC50 entre las cinco
especies evaluadas mediante un analisis de varianza (ANOVA), lo cual sugiere que existe
variabilidad en la actividad antioxidante entre las especies estudiadas. La prueba comparativa
de Tukey reveldo que las muestras 4749 y 4751 presentan una actividad antioxidante
estadisticamente similar al 4cido ascérbico (control positivo) y tienen un mayor potencial
antioxidante en comparacién con otras muestras. Los resultados mostraron que a mayor
concentracion de los extractos, se observd un incremento en el porcentaje de inhibicion del
radical DPPH. Sobralia ecuadorana mostro los valores mas altos de inhibicidon, indicando un
potencial antioxidante superior entre las especies estudiadas.

Los valores de IC50 obtenidos para las especies de Sobralia se encuentran en un rango similar
o superior a los reportados para otras especies de orquideas en estudios previos, lo cual
sugiere que las especies de Sobralia poseen una actividad antioxidante notable y
potencialmente superior a la de otros géneros de orquideas, los resultados abren nuevas
perspectivas para investigaciones futuras sobre los compuestos bioactivos responsables de la
actividad antioxidante en las especies de Sobralia, asi como sus posibles aplicaciones en la
industria alimentaria, farmacéutica o cosmética.

Analisis molecular

Se llevo a cabo la extraccion de ADN de seis individuos de cuatro especies del género
Sobralia utilizando dos métodos diferentes: Doyle y Doyle (1987) modificado, y el kit
Platinum Direct Universal PCR Master Mix. Los valores de la razon de absorbancia
A260/A280 obtenidos con el método modificado de Doyle y Doyle, en el rango 6ptimo de
1,79 a 1,93, indican una pureza adecuada del ADN extraido, gracias a los pasos adicionales
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de purificacion y precipitacion que elimina eficientemente contaminantes. Por otro lado, los
valores mas bajos de la razon A260/A280, en el rango de 1,24 a 1,66 obtenidos con el kit
Platinum Direct, sugieren la presencia de contaminantes residuales en el ADN. Aunque este
ADN puede ser utilizado para la PCR, el método modificado de Doyle y Doyle permite una
eliminacion mas efectiva de contaminantes, garantizando la integridad y calidad del material
genético.

El método de Doyle y Doyle modificado fue seleccionado por su capacidad para obtener
ADN de mayor pureza, esencial para resultados confiables en andlisis moleculares
posteriores. Ademas, este método fue comparado con estudios previos en otros géneros de
orquideas, confirmando su eficiencia en la extraccion de ADN. Es importante destacar que
no fue posible extraer ADN de una muestra debido a dificultades técnicas durante la
experimentacion con el tejido vegetal.

Reaccion en cadena de la polimerasa PCR convencional

Se llevaron a cabo la amplificacion de los genes matK y rpoCl1 a partir de los resultados de
la extraccion de ADN. Para el gen matK, se trabajé con seis individuos, de los cuales cinco
mostraron resultados positivos, mientras que para el gen rpoC1, se analizaron seis muestras
y se obtuvieron resultados positivos para todas ellas. En cuanto a la amplificacién del gen
matK, se observaron resultados positivos para cinco de las seis muestras analizadas,
correspondientes a tres especies del género Sobralia. Los fragmentos de ADN obtenidos
tuvieron una longitud aproximada de 750 pares de bases (pb), como se muestra en la Figura
a continuacion.

bp NG/O.Spg %

Figura 1. Electroforesis en gel de la region matK de muestras del género Sobralia. - En el carril de la
izquierda se observa una escalera de bandas que corresponde al marcador de peso molecular (100-500 pb)
Ladder de Thermo Scientific, carriles de la derecha a izquierda se observa muestras de Sobralia 4747 (S.
ecuadorana),; 4748 (S. pulcherima); 4749 (S. ecuadorana); 4751 (S. ecuadorana); 4742 (S. c.f- virginalis).

Los resultados obtenidos en la amplificacion de los genes matK y rpoC1 muestran similitudes
con estudios previos realizados en otros géneros botanicos, como Passiflora, Maxillaria,
Catasetum, Epidendrum y Bomarea, segun investigaciones de Mifio (2018), Molina (2020) y
Callatasig & Miranda (2023), respectivamente. Segun Alvarado et al. (2015), el tamafio de los
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fragmentos amplificados para el marcador molecular matK puede variar dependiendo de la
especie o variante especifica analizada, con un rango tipico entre 750 y 800 pares de bases,
la variabilidad se debe a mutaciones y cambios en la secuencia de ADN a lo largo de la
evolucion. Sin embargo, la muestra 4741 no mostr6 bandas visibles durante la electroforesis
en gel de agarosa después de la amplificacion para la region matK. Segun Li et al. (2021),
esto podria atribuirse a la degradacion del ADN, presencia de inhibidores de la Taq
polimerasa, divergencia en la secuencia de los cebadores para esa especie o contaminacion
con nucleasas que degradaron el producto de PCR.

Los resultados de la amplificacion de la region rpoC1 mediante PCR convencional fueron
positivos para las seis muestras analizadas, correspondientes a cuatro especies del género
Sobralia. Se lograron fragmentos de ADN de aproximadamente 500 pares de bases en los
individuos. La deteccién de estas bandas del tamafio esperado indica un éxito en la
amplificacion del marcador rpoC1, ampliamente utilizado en estudios filogenéticos de
plantas. La obtencion de estos resultados positivos demuestra la eficacia de la técnica de PCR
convencional y la idoneidad de los cebadores utilizados para amplificar la region rpoC1 en
estas especies de orquideas, los hallazgos son consistentes con investigaciones previas
realizadas en otros géneros botanicos, como Restrepia, Gongora y Epidendrum nocturnum,
segun estudios realizados por Endara & Ocafia (2022), Rojas & Silva (2023) y Ocafia &
Valencia (2023), respectivamente.

Tabla 9. Identificaciéon molecular de cuatro especies del género Sobralia mediante los softwares
BLAST y BOLDSYSTEM, adicionalmente se presenta la identificacion morfologica. — Se
presenta numero de coleccion en el libro de campo (M Cerna), especimenes analizados mediante
BLAST que compara secuencias con bases de datos para identificacion por similitud y
BOLDSYSTEM especializada en analisis de codigos de barras de ADN.

IDENTIFICACION
Numero de BLAST BOLDSYSTEM MORFOLOGICA
coleccién Espécimen Ide(r‘l’;;;]ad Espécimen Indentidad (%)
KF700339 o GBVX5342-15: KF700339 .
4742 Sobralia cf. Virginalis 100% Sobralia cf. Virginalis 100% Sobralia Rosea
MW498866 Sobrali
ooratia GBV(C934-11: EU490710 . .
4747 ecuadorana . o 99,59% Sobralia ecuadorana
100% Sobralia warszewiczii
KE700346 GBVX5349-15:
007 KF700346 100 Sobralia pulcheri,
4748 Sobralia pulcherrima 100% Sobralia pulcherrima % ooratia puicherima
MW498866 GBV(C934-11
100% EU490710 .
4749 Sobralia ecuadorana Sobralia warszewiczii 99,59% Sobralia ecuadorana
MW498866 Gggéﬁ)%%‘tl-& : Sobralia ecuadorana
4751 Sobralia ecuadorana 100% . L 99,58%
Sobralia warszewiczii
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Filogenia

Se construyeron dos arboles filogenéticos utilizando el programa MEGA 11 y secuencias
procesadas de la base de datos GENBANK para especies del género Sobralia, los arboles se
basaron en las secuencias de los marcadores matK y rpoC1, respectivamente. Los resultados
de la construccion de los arboles filogenéticos se presentan en la Figura 2 (matK) y Figura 3

(rpoC1).

oo [ WMT747RC poC1

M4749RC rpoC1

’ il 4751RC rpoC1

JU—— 4748RC rpoC1 } Iz]

+n 4742RC rpoC1
P WH741RC rpoC1

Muestras del género Sobralia de las diferentes provincias:

Muestras del género Sobralia de las diferentes provincias:

4742=Napo-Jodachi

B 2741=Napo-Mondayacu
4742=Napo-Jodachi
W 4747 = Santo domingo de los Tsachilas - Alluriquin M 4747 = santo domingo de los Tsachilas - Alluriquin

i ichi 4748= i los Tsachil
W 4748- Santo domingo de los Tsdchilas u 8= Santo domingo de los Tsachilas

B 4749= Cotopaxi- Sigchos
W 4749- Cotopaxi- Sigchos
B 4751= Cotopaxi-La Man&

W ar51= Cotopaxi-La Mand
Figura 2. Arbol Filogenético de Sobralia con el gen matk | Figura 3. Arbol Filogenético de Sobralia con el gen rpoC1

Para el analisis filogenético del gen matK, se utilizaron datos moleculares y morfologicos
con el objetivo de esclarecer las relaciones evolutivas entre diferentes muestras de orquideas
del género Sobralia y especies relacionadas. La reconstruccion del arbol filogenético basado
en el gen matK se realiz6 utilizando cinco secuencias de la base de datos GENBANK.

Los resultados del andlisis del gen rpoCl ratifican la identificacion taxondémica de las
muestras en tres grupos principales:

Grupo A: El individuo 4748 corresponde a S. pulcherrima con un 100% de similitud,
mostrando una estrecha relacion evolutiva con S. ecuadorana (4747).

Grupo B: Los individuos 4747, 4749 y 4751 son identificados como S. ecuadorana con un
100% de similitud, lo que confirma su agrupacion en este clado.

Grupo C: Los individuos 4741 y 4742, aunque estrechamente relacionados, representan
especies distintas. E1 4742 es identificado como S. cf. virginalis, mientras que el 4741 podria
representar un taxon no descrito previamente en las bases de datos.

El marcador rpoC1 mostr6 una mayor utilidad que el gen matK en la amplificacion y andlisis
de la muestra 4741, indicando una posible limitacion de este ultimo debido a la universalidad
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de los cebadores empleados. Sin embargo, la baja similitud con especies comparadas sugiere
la necesidad de mas informacion molecular y morfoloégica para determinar su identidad.
Estudios previos con otros géneros de orquideas respaldan la utilidad del gen rpoC1 para la
identificacion molecular de especies vegetales, destacando su capacidad para revelar
patrones de mutacidn caracteristicos entre especies.

Discusion

La obtencion de extractos hidroalcoholicos mediante el método de maceracion resultd ser
eficiente para extraer metabolitos secundarios de hojas y tallos de diferentes especies del
género Sobralia. Los volimenes de extracto recuperado variaron entre especies, lo que
sugiere diferencias en la composicion quimica y el contenido de compuestos extractables.
Por ejemplo, el volumen recuperado fue mayor para Sobralia ecuadorana en comparacion
con Sobralia pulcherrima, tanto en hojas como en tallos.

Estas variaciones pueden estar influenciadas por la estructura celular de cada especie y la
distribucion de los metabolitos en los tejidos vegetales. Ademas, la eleccion de solventes
hidroalcohdlicos favorecio la extraccion de una amplia gama de compuestos, aprovechando
las propiedades solventes tanto del agua como del alcohol. Es importante destacar que la
eficacia de la extraccién puede influir en los resultados posteriores de analisis, como la
actividad antioxidante o la identificacion de compuestos bioactivos. Por lo tanto, la
estandarizacion del método de extraccion es fundamental para garantizar la reproducibilidad
de los resultados y la comparabilidad entre muestras.

La determinacion de fenoles totales en extractos hidroalcoholicos de hojas y tallos de
diferentes especies del género Sobralia reveld informacion valiosa sobre la composicion
quimica y el potencial bioactivo de estas plantas. Mediante la construccion de una curva de
calibracion con acido galico como estandar, se logrd cuantificar la concentracion de fenoles
totales en cada muestra, proporcionando una medida indirecta de su actividad antioxidante y
otros efectos beneficiosos para la salud.

Los resultados obtenidos mostraron que las especies de Sobralia estudiadas presentan
variaciones significativas en la concentracion de fenoles totales, tanto en hojas como en
tallos. Sobralia ecuadorana, en particular, mostrd la mayor concentracion de fenoles totales
en ambos tipos de tejidos, destacandose por su potencial antioxidante y fitoquimico, la
variabilidad en la concentracion de fenoles entre especies puede estar influenciada por
factores genéticos, ambientales y de desarrollo, lo que resalta la importancia de estudios
detallados para comprender mejor la biosintesis y la funcién de estos compuestos en las
plantas.
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Ademas, se observo una diferencia significativa en la concentracion de fenoles entre hojas y
tallos para todas las especies analizadas. Las hojas, al ser el principal sitio de fotosintesis y
sintesis de metabolitos secundarios, presentaron una concentracion mucho mayor de fenoles
totales en comparacion con los tallos, la diferencia puede atribuirse a las diferentes funciones
y requerimientos metabolicos de estos tejidos, donde las hojas tienen una mayor necesidad
de compuestos fendlicos como mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo y los dafios
ambientales.

El estudio de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de hojas de diferentes
especies del género Sobralia revel6 una interesante variabilidad en su capacidad para inhibir
el radical DPPH. Los resultados mostraron que los extractos de Sobralia ecuadorana
exhibieron los mayores porcentajes de inhibicion, lo que sugiere una alta actividad
antioxidante en estas muestras, la observacion es consistente con el hecho de que Sobralia
ecuadorana también mostr6 la concentracion mas alta de fenoles totales, lo que respalda la
relacion entre los compuestos fenolicos y la actividad antioxidante en las plantas.

La diferencia en la actividad antioxidante entre las especies estudiadas fue estadisticamente
significativa, lo que indica que hay una variabilidad real en la capacidad antioxidante de las
diferentes especies de Sobralia. Especificamente, las muestras 4749 y 4751 mostraron una
actividad antioxidante similar al 4cido ascorbico, que se utiliz6 como control positivo, lo que
sugiere un alto potencial antioxidante en estas especies, los resultados son importantes porque
sugieren que ciertas especies de Sobralia pueden ser fuentes prometedoras de antioxidantes
naturales, con posibles aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.
Ademas, los valores de IC50 obtenidos para las especies de Sobralia estan dentro de un rango
similar o superior a los reportados para otras especies de orquideas en estudios previos, lo
cual indica que las especies de Sobralia poseen una actividad antioxidante notable,
posiblemente incluso superior a la de otros géneros de orquideas, los hallazgos resaltan la
importancia de Sobralia como un género de interés para investigaciones futuras sobre
compuestos bioactivos y su potencial aplicacion en diversas industrias.

El analisis molecular llevado a cabo en este estudio proporciona informacion valiosa sobre
la diversidad genética y la identificacion taxondémica de las especies del género Sobralia
estudiadas. Los resultados de la extraccion de ADN muestran que el método modificado de
Doyle y Doyle fue mas efectivo para obtener ADN de alta pureza en comparacion con el kit
Platinum Direct Universal PCR Master Mix, la pureza del ADN es crucial para garantizar
resultados confiables en los andlisis moleculares posteriores.

Los resultados de la amplificacion por PCR de los genes matK y rpoC1 revelaron la eficacia
de la técnica en la deteccion de los fragmentos de ADN esperados en la mayoria de las
muestras. Sin embargo, la ausencia de bandas visibles en la electroforesis en gel de agarosa
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para la muestra 4741 después de la amplificacion del gen matK sugiere posibles problemas
como la degradacion del ADN o la presencia de inhibidores que afectaron la reaccion de
PCR.

El andlisis de secuenciacion y comparacion con las bases de datos BLAST y BOLDSYSTEM
proporcioné informacion adicional sobre la identidad de las especies estudiadas. Los
resultados obtenidos mostraron una alta similitud entre las secuencias de las muestras y las
especies de Sobralia en las bases de datos, lo que respalda la identificacion morfologica
previa. Sin embargo, se observaron discrepancias en la identificacion entre los softwares
BLAST y BOLDSYSTEM para algunas muestras, lo que destaca la importancia de utilizar
multiples herramientas de analisis para una identificacion precisa.

El anélisis filogenético realizado mediante la construccion de arboles basados en los genes
matK y rpoC1 proporciona informacioén valiosa sobre las relaciones evolutivas dentro del
género Sobralia y entre especies relacionadas, los arboles filogenéticos son herramientas
fundamentales para comprender la diversidad genética y la evolucion de las especies de
orquideas estudiadas.

En el arbol filogenético construido a partir del gen matK, se observa la agrupacion de las
muestras de Sobralia en diferentes clados, lo que refleja su divergencia evolutiva. Se
identificaron especies como S. pulcherrima y S. ecuadorana, mostrando relaciones cercanas
entre si, lo que coincide con estudios previos sobre la filogenia del género Sobralia. Sin
embargo, se destacan discrepancias en la identificacion de ciertas muestras, lo que sugiere la
necesidad de més investigaciones para clarificar su taxonomia y relaciones filogenéticas.

Por otro lado, el andlisis del gen rpoCl1 ratifica los resultados de identificacion taxondmica
de las muestras en tres grupos principales, proporcionando una vision complementaria a los
hallazgos obtenidos con el gen matK. Especificamente, se observa una mayor utilidad del
gen rpoCl en la amplificacion y andlisis de la muestra 4741, resaltando su potencial para
superar limitaciones asociadas con otros marcadores moleculares.

Es importante destacar que la combinacion de andlisis moleculares y morfoldgicos es
esencial para una identificacion precisa y una comprension completa de la filogenia del
género Sobralia. Los resultados obtenidos en este estudio resaltan la importancia de utilizar
multiples herramientas y enfoques metodoldgicos para abordar preguntas taxondmicas y
filogenéticas en la investigacion botanica.

Conclusiones
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El método de extraccion utilizando una solucion hidroalcohdlica resulto efectivo para obtener
metabolitos secundarios polares y semipolares de las especies de Sobralia estudiadas, el
enfoque posibilitd la obtencion de compuestos fenolicos y otros fitoquimicos relevantes,
como se demostr6 en los resultados de la actividad antioxidante y la cuantificacion de fenoles
totales.

El extracto de Sobralia ecuadorana exhibi6 la mayor capacidad antioxidante y capacidad para
neutralizar los radicales libres del DPPH en comparacion con las otras especies evaluadas.
Los valores de IC50 mas bajos, entre 1,52 y 1,75 mg/ml, indican una actividad antioxidante
superior. Por lo tanto, el extracto de S. ecuadorana presenta potencial como ingrediente para
productos antioxidantes en diversas industrias.

Los extractos de hojas de Sobralia ecuadorana de las provincias de Santo Domingo de los
Tsachilas (4747) y Cotopaxi (4749, 4751) mostraron las concentraciones mas altas de
compuestos fenolicos totales, entre 8,52 y 9,70 mg GAE/ml, lo cual puede explicar su
destacada actividad antioxidante. Ademds, se observd que las hojas acumulan mas
compuestos fendlicos que los tallos en todas las especies de Sobralia estudiadas, sugiriendo
una funcion protectora contra factores ambientales.

El analisis molecular con el gen matK identifico correctamente especies como S. cf. virginalis
(4742); S. ecuadorana (4747,4749 y 4951); y S. pulcherrima (4748). Sin embargo, la muestra
4741 no pudo ser amplificada, posiblemente debido a la degradacion del ADN u otros
factores. Por otro lado, el marcador rpoC1 corroboré la identificacion de estas muestras y
sugirié que la muestra 4741 podria representar un taxon no descrito previamente, mostrando
una divergencia en el arbol filogenético.

Los resultados indican que el gen matK es util para la identificacion de especies de Sobralia,
aunque en casos especificos puede ser necesario complementarlo con otros marcadores como
rpoC1 o andlisis adicionales para resolver identidades taxonémicas desconocidas. La técnica
BARCODE basada en regiones de codigo de barras de ADN permitio establecer la huella
molecular de las especies analizadas y proporcionar informacién valiosa para su
identificacion taxondmica precisa.
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