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RESUMEN

Las plantas alelopaticas son consideradas como un “fenomeno de diagnostico” debido
a que conducen al descubrimiento de nuevas moléculas con actividades bioldgicas
importantes y son capaces de curar ciertas enfermedades. La Hortensia (Hydrangea
macrophylla) (Thunb.) Ser. en su mayoria es utilizada para la decoracion de interiores
y exteriores, ésta es una planta nativa de los bosques himedos japoneses que posee
propiedades fitoquimicas. El objetivo del presente estudio fue analizar los principios
activos en la especie Hydrangea macrophylla de explantes in vivo y aplicando técnicas
de cultivo in vitro se obtuvo callo y plantulas para el aislamiento, caracterizacion y
comparacion de los principios activos de diferentes muestras (callo de hoja, hoja ex
vitro y hoja in vitro). El proyecto cuenta con cuatro etapas (desinfecciéon de hojas y
yemas, introduccion y multiplicacién de explantes de yemas, induccién a callo de
muestras de hoja y andlisis fitoquimico), en donde se evalGan diferentes
concentraciones de cloruro de sodio variando los tiempos de inmersion,
concentraciones de reguladores de crecimiento y finalmente en el andlisis fitoquimico
se realizo el screening de cuatro muestras: hoja in vitro, hoja ex vitro, callo de hoja de
6 meses y callo de hoja de 14 meses donde se comparé la concentracién de fenoles,
actividad antioxidante y azucares reductores. Los resultados indican que las yemas y
hojas de hortensia sometidos a un tratamiento de desinfeccién con hipoclorito de sodio
a una concentracion 3,5% y 1,5% respectivamente durante 5 minutos sobreviven en
un 87,5%. En la etapa de propagacion el mayor nimero de brotes se obtuvo con la
adicion de 4 mg/L de 6-BAP. En cuanto a la induccién de callo, una concentracion de
0,5 mg/L 6-BAP combinado con 1 mg/L 2,4-D forma un 75% de callo. El analisis
fitoquimico reveld que la hoja in vitro tiene una alta concentracion de fenoles (388
mg/L) y azucares reductores (0,70 mmol/L) mientras que el extracto de callo de hoja
de 6 meses redujo la concentracion de radical DPPH en 39,99%.

Palabras claves:

¢ Hydrangea macrophylla ¢ HOJAEXVITRO
e ANALISIS FITOQUIMICO e CALLODEHOJA
¢ HOJAINVITRO



ABSTRACT

Allelopathic plants are considered as a "diagnostic phenomenon™ because they lead
the discovery of new molecules with important biological activities and they are able
to cure certain diseases. The hydrangea (Hydrangea macrophylla) is used as indoor
and outdoor ornament, this plant is native from the Japanese rain forests and it has
phytochemical properties. The aim of this study was to analyze the active ingredients
of Hydrangea macrophylla of explants in vivo and by applying culture in vitro
techniques we obtained plants and callus for the isolation, characterization and
comparison of the active ingredients of different samples (callus leaf, ex vitro leaf and
in vitro leaf). The investigation has four stages (disinfection of leaves and buds,
introduction and multiplication of bud explants, induction of callus from leaf samples
and phytochemical analysis) in which the effectiveness of different concentrations of
sodium chloride were evaluated varying immersion times, concentrations of growth
regulators and finally in the phytochemical analysis, the screening of four samples was
performed: in vitro leaf, ex vitro leaf, 6 months and 14 months callus leaf where phenol
concentration, antioxidant activity and reducing sugars were compared. The results
indicated that the buds and leaves of hydrangea, when subjected to disinfection
through 3.5% and 1.5% respectively with sodium hypochlorite for 5 minutes, 87.5%
survived the process. In the propagation phase the highest number of buds was
obtained with the addition of 4mg/L 6-BAP. In the process of callus induction,
0,5mg/L concentration of BAP combined with 1mg/L 2,4-D formed 75% of callus.
Phytochemical analysis revealed that in vitro leaf has the higher concentration of
phenols (388 mg / L) and reducing sugars (0.70 mmol / L) while the 6 months leaf
callus extract reduced the concentration of DPPH radical in 39,99%.

Key words:
e Hydrangea macrophylla o CALLUS LEAF
e INVITRO LEAF e PHYTOCHEMICAL

o EXVITRO LEAF ANALYSIS



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacién del problema

En los ultimos 50 afios, se han incrementado los estudios sobre metabolitos
secundarios de origen vegetal. Las plantas producen gran cantidad de metabolitos
secundarios, sustancias que se encuentran en diferentes partes de las plantas;
basicamente tienen funciones especificas como: atrayentes o repelentes de animales,
intervienen en las funciones de adaptacion y sirven de defensa contra diferentes
patdgenos (Lock, 1994). Ademas, pueden llegar a ser muy utiles para el ser humano al
usarlos como: medicinas, plaguicidas, colorantes, fragancias, edulcorantes, etc.
(Bourgaud et al., 2001). La mayoria de los principios activos de plantas estan

comprendidos dentro de los llamados productos naturales o metabolitos secundarios.

Actualmente, estos y otros productos naturales se producen Gnicamente a
partir de cantidades masivas de partes de plantas o plantas enteras. A menudo, las
plantas de origen se cultivan en areas tropicales y subtropicales, geograficamente
remotas, que estan sujetas a inestabilidad, sequia, enfermedades y cambios en los
patrones de uso de la tierra y otros factores ambientales. Ademas, los largos periodos
de cultivo entre la siembra y la cosecha dificultan la seleccion de hileras de alto
rendimiento, resultando en farmacos costosos. Los periodos de cultivo pueden variar
desde varios meses hasta décadas. A pesar de estas dificultades y costos, la extraccién
de medicinas de plantas o plantas cultivadas en la naturaleza continla por la falta de
mejores alternativas (Dicosmo et al., 1995).

Existen estudios que demuestran que las hojas y brotes de hortensia
(Hydrangea. macrophylla) presentan propiedades fitoquimicas como: antimalarico
(Ishih et al., 2003), antialérgico (Mastuda et al., 2002), antifungico (Yang et al., 2002),
antidiabético (Zhang et al., 2009), anticoccidial, antihipercolesterolémico y

actividades antioxidantes (Kim et al., 2009).

En el 2012, Orozco estandarizé un protocolo para la propagacion in vitro de
Hydrangea macrophylla con el fin de multiplicar a gran escala para uso ornamental en
los espacios publicos del Distrito Metropolitano de Quito. Se ha descrito que las



especies de hortensia taxonémicamente; sin embargo, no existe ningln conocimiento
cientifico sobre sus metabolitos secundarios en in vitro. Adicionalmente la presencia
de metabolitos secundarios especialmente su cantidad puede ser influenciada por el
ambiente en el que se desarrollan y al trabajar in vitro se controlan todas las variables

para constatar.

En la presente investigacion se analizaron los principios activos de la hortensia
(Hydrangea macrophylla) mediante el uso del cultivo in vitro y se compar6 con las
plantas cultivadas en condiciones ex vitro; se evalud la caracterizacion fitoquimica, y

se compard las concentraciones fendlicas, antioxidantes y azlcares reductores.
1.2.  Justificacién del problema

El conocimiento de las propiedades curativas de las plantas ha sido desde la
antiguiedad transmitido por generaciones sin haber tenido una investigacion previa que
justifique y explique cientificamente como estas plantas son capaces de funcionar ante

tratamientos preventivos y curativos.

Actualmente, la farmacologia mediante el andlisis de los efectos terapéuticos
de las plantas tiene el objetivo de comparar, clasificar y mejorar las diversas
propiedades que posee la flora mediante procedimientos analiticos como: separacion
y cuantificacién de los compuestos quimicos complejos. El avance de la ciencia y la
tecnologia ha permitido revelar los secretos que poseen las plantas que en la actualidad

tienen amplia aplicacion en la industria alimentaria, farmacol6gica y agropecuaria.

Se sabe que los metabolitos secundarios juegan un papel importante en la
adaptacion de las plantas a su medio ambiente, pero también representan una fuente
importante de farmacos activos. Las tecnologias de cultivo de células vegetales se
introdujeron a finales de los afios sesenta como una posible herramienta para estudiar
y producir metabolitos secundarios de plantas. Diferentes estrategias, utilizando
sistemas in vitro, han sido ampliamente estudiadas con el objetivo de mejorar la

produccion de compuestos vegetales secundarios (Dicosmo et al., 1995).
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Debido a la falta de investigacion de los metabolitos secundarios a nivel in
vitro, es importante realizar un andlisis fitoquimico comparativo de esta especie con la
ayuda del cultivo de tejidos vegetales que hoy en dia es una herramienta importante en
la seleccidn, cruzamiento, control de enfermedades y produccién en masa de cultivos
(Calva, 2005). Con este ensayo, se pretende comprobar la aplicabilidad de la técnica
de cultivo in vitro para la cuantificacion y produccion de metabolitos secundarios de
la hortensia.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Analizar los principios activos en la especie Hydrangea macrophylla de

explantes in vivo e in vitro.
1.3.2. Objetivos especificos

e Establecer un protocolo 6ptimo de desinfeccion de dos explantes (hojas y
yemas) de Hydrangea macrophylla.

e Determinar los diferentes medios de establecimiento, y multiplicacion de
hortensia a partir de dos explantes con la concentracion adecuada de auxinas y
citoquininas.

¢ Realizar estudios fitoquimicos que implica el aislamiento, caracterizacion de
los principios activos y comparacion entre plantas in vitro e in vivo y callo de

hoja de la especie Hydrangea macrophylla.
1.4. Marco tedrico
1.4.1. Hortensia (Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.)

1.4.1.1. Generalidades

La hortensia (Figura 1) es una planta nativa de los bosques hiumedos japoneses,
fue designada asi por la dama francesa Hortense Lepante en el siglo XVI11. Su nombre
cientifico es Hydrangea macrophylla, que en griego significa “bebedora de agua”
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(INFOJARDIN, 2015). Pertenecen a la familia Hydrangeaceae Dumort., que
comprende 100 especies a nivel de Asia, América del Norte, Centro y Sur América,
de los cuales 46 especies y 10 variedades se distribuyen alrededor de China, siendo la
especie Hydrangea macrophylla la mas conocida y cultivada en gran parte del mundo
(Codarin et al., 2006).

Figura 1. Hortensia (Hydrangea macrophylla).

La hortensia en su mayoria es utilizada para la decoracion de interiores y
exteriores. Las caracteristicas atractivas de la hortensia son debido a la epigenética que
estudia los procesos bioguimicos que regulan la actividad de los genes y que responden
a la influencia del ambiente; en este caso a la acidez o basicidad del suelo, resultando
inflorescencias de colores tales como: blanco, violeta, rosado, azul o rojo
(Kesumawati et al., 2006).

El control del pH, aluminio y fésforo en el suelo permite conseguir varias
coloraciones en las inflorescencias de la hortensia. EI cambio de color de rojo a azul
en sus sepalos es atribuido a altas concentraciones de Aluminio. Los cultivos que
poseen un pH del suelo entre 5,8 a 6,2 (acido), altos niveles de fésforo y bajas
concentraciones de potasio y molibdeno se manifiesta inflorescencias de color rosado,

para obtener flores de color azul el pH debe ser mas &cido entre 5 a 5,5, bajos niveles
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de fosforo y altas cantidades de potasio y molibdeno. Se puede usar fertilizantes que
tengan fésforo o aluminio para ayudar al cambio de color en los sépalos de la hortensia
(Orozco, 2012).

En este contexto, la hortensia para climas mediterraneo y continental no deben
estar expuestas directamente al sol; sus hojas por su tamafo, grande, tienden a
deshidratarse. Por esto es esencial mantener las plantas en las condiciones de sombra
por la tarde (Smith et al., 2010), ademas la cantidad y calidad de luz y temperatura

ambiente tienen gran importancia en el florecimiento (Nordlia et al., 2011).

Medicinalmente se han utilizado las raices secas para tratar enfermedades
gastrointestinales, asi como para el tratamiento de la disforia (Ding et al., 1997).
Estudios farmacologicos muestran que tiene propiedad antimalarica (Ishih et al.,
2003), antialérgico (Mastuda et al., 2002), antifangico (Yang et al., 2002),
antidiabético (Zhang et al., 2009), anticoccidial, antihipercolesterolémico y
actividades antioxidantes (Kim et al., 2009). Ademas, las hojas sumergidas en agua

caliente ayudan a madurar tumores y tratar el dolor (Orozco, 2012).
1.4.1.2. Clasificacion taxonémica

En la tabla 1. Se puede ver la taxonomia de la hortensia Hydrangea
macrophylla (Pérez, 2016). (Anexo D).

Tabla 1.

Clasificacion taxondmica de la hortensia.

TAXONOMIA DE LA HORTENSIA
SUPERREINO EUKARYOTA
REINO PLANTAE
DIVISION MAGNIOLOPHYTA
CLASE Equisetopsida C. Agardh
SUBCLASE Magnoliidae Novéak ex Takht.
SUPERORDEN Asteranae Takht.
ORDEN Cornales Link




FAMILIA Hydrangeaceae Dumort.

GENERO Hydrangea L.

ESPECIE Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.
NOMBRE COMUN Hortensia

1.4.1.3.  Descripcion botanica

Hydrangeaceae Dumort. es una familia de varios géneros donde se puede
encontrar arbustos perennes, vifias o hierbas de rizomas lefiosos. Sus hojas son
perennes o caducas, con el margen entero o dentado; posee peciolos prominentes a
poco visibles. Las inflorescencias cimosas, a veces se encuentran en corimbos o

paniculas, escasamente pubescente (Hufford, 2001).

Presenta flores comunmente hermafroditas con célices dilatados, que son
atractivas; la cantidad de sépalos varia entre 4-5, que estan libres o unidos basalmente.
Sin embargo, en la figura 2 se puede observar; los pétalos (4-12) son basalmente
fusionados o completamente unidos con estambres filamentosos lineares o planos con
bifurcaciones distales presentes o ausentes (Hufford, 2001). El ovario puede ser infero
o semiinfero ovado, los carpelos de 2 a 5. Los 6vulos pueden ser pocos 0 NUMerosos,
anatropos. Ademas, los estambres se encuentran intercalados con los pétalos en un
numero de 8; las anteras redondeadas; los estilos son de 2 a 3, subulados y con estigmas
truncados (Duran, 1999).



Figura 2. Estructura de la hortensia
Fuente: (Hufford, 2001).

En el Ecuador se encuentra distribuida en Pichincha, Azuay, Tungurahua,
Imbabura con un tipo de vegetacion muy diversa. Su floracién puede ser de marzo a
noviembre o durante todo el afio, esto va a depender de la especie y del clima en que

se esté desarrollando (Orozco, 2012).
1.4.1.4. Plagasy enfermedades

El género Hydrangea L. tiene registrado mas de 500 variedades de cultivos, los
mismos que son el resultado de la investigacion genética en Japdn. A pesar de ser
abundantemente manipulada, esta planta se ve afectada por una serie de plagas como:
pulgones, acaros, hormigas, negrilla y enfermedades que pueden ser de tipo fangico

como: clorosis, oidio o alternariosis.

Otras plagas que afectan a la hortensia son la arafia roja y la cochinilla

algodonosa. Entre las enfermedades causadas por hongos destacan:
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e Botrytis cinerea, con pudricion de hojas y brotes. Se debe aplicar productos a
base de captan, tiram, zineb, etc. (InfoAgro, 2016).

e Ascochyta hychengeae (Arn.) causan manchas regulares, de color verde
grisaceo o pardo sobre las hojas. Realizar tratamientos a base de zineb o captan
(InfoAgro, 2016)

e Oidium hortensiae (Joerst). En el envés de la hoja se forman manchas color
gris blanquecino y el haz se vuelve color verde oscuro. Son eficaces los
tratamientos con benomilo, quinometionato y azufre (InfoAgro, 2016)

e El nematodo Dytylenchus dipsaci (Filip) ocasiona el ensanche de los tallos,
que se encogen o arquean. Las hojas se quedan pequefias y retorcidas. Los
tratamientos con agentes quimicos no dan buenos resultados, asi que se debe

hacer un tratamiento preventivo (Hufford, 2001).
1.4.2. Cultivo in vitro

1.4.2.1. Generalidades

El cultivo de tejido vegetal es un grupo de técnicas que se realiza sobre un
medio nutritivo que consiste en tomar o aislar una parte de la planta llamada explante
y proporcionarle las condiciones Optimas de temperatura, luz, nutrientes, pH, entre
otros, con la finalidad de establecer protocolos 6ptimos de micropropagacion de
especies vegetales a gran escala libres de agentes patdgenos (Pierik, 1990).

En la actualidad, el cultivo in vitro se lo puede utilizar para diferentes
propdésitos como estudios a nivel fisiologico, genético y bioquimico y posee una
variedad de aplicaciones entre las cuales tenemos: (Martinez, 2006).

e Propagacion masiva de plantas libres de contaminacion y enfermedades
e Clonacion de individuos con mejores caracteristicas agrarias.

e Produccion de metabolitos secundarios.

e Mejoramiento genético.

e Germinacion de semillas.

e Conservacion e intercambio de germoplasma.
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Es importante considerar que para establecer un protocolo de
micropropagacion se necesita de un medio de cultivo que tenga los requerimientos de
una futura planta o tejido formado. EI medio de cultivo esté constituido esencialmente
por: nutrimentos minerales, vitaminas, fuentes de carbono, fitoreguladores,
aminoacidos y materiales inertes, estos son los elementos necesarios para el

mantenimiento y manipulacion de plantas in vitro (Sandoval et al., 1991).

1.4.2.2. Etapas de la micropropagacion vegetal in vitro.

Las técnicas de cultivo in vitro constan de varias fases y cada una tiene
requerimientos especificos en cuanto a composicion del medio nutritivo y ambiente.
La etapa preparativa o cero, que incluye la seleccion del material vegetal donador de
explantes y su cultivo con el fin de obtener plantas sanas, una etapa inicial, uno o de
establecimiento que requiere la seleccion y desinfeccion del explante. Otra etapa es la
dos o de multiplicacion, que es de suma importancia para el cultivo in vitro; ya que
tiene el objetivo de obtener la mayor cantidad de plantulas (Simén, 2006). La etapa
tres 0 de enraizamiento donde se busca devolver a la planta su capacidad de funcion
autotrofa. Finalmente, la etapa cuatro o de aclimatacion, que consiste en la

transferencia de la planta de la fase de laboratorio al campo (Roca & Mroginski, 1993).

1.4.2.2.1. Fase de preparacion

Anteriormente se consideraba que no era una etapa importante pero debido a
que existia contaminacion al momento de la introduccién se establecié como una fase
fundamental para el desarrollo de un sistema de micropropagacion eficiente, ademas
tiene una alta influencia en la calidad de las plantas finalmente obtenidas (Perez et al.,
2000).

En esta etapa se seleccionan las plantas que tengan las mejores caracteristicas
y se preparan las plantas madres que van hacer utilizadas en el proceso de cultivo in
vitro; por tanto, es recomendable mantener a las plantas en condiciones controladas de
luz, temperatura, pH, humedad y riego durante un periodo de tiempo (Roca &
Mroginski, 1993), en condiciones sanitarias Optimas con los requerimientos

nutricionales (Daorden, 2007).
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Las caracteristicas fenotipicas es otro elemento importante al momento de
seleccionar los explantes; se recomienda usar muestras con una edad fisiologica
similar (Pierik, 1990). Ademas, en esta etapa se puede utilizar fungicidas, bactericidas;

ya sea sistémicos y de contacto para evitar una futura contaminacion (Pérez , 1998).

1.4.2.2.2. Fase de desinfeccion

El proposito de esta etapa es obtener plantas viables para la multiplicacion in
vitro, para esto se selecciona el tipo de explante con el que se va a trabajar pueden ser:
yemas, trozos de hojas, porciones de raices o semillas, etc. La contaminacion es uno
de los principales problemas y existen dos posibles fuentes; contaminacion exdgena,
los que se encuentran en la superficie o contaminacion enddgena, la que se encuentra

en el interior de los tejidos (Valentin, 2005).

Para la contaminacion exdgena se hara una desinfeccion para eliminar los
contaminantes externos (hongos, bacterias), este proceso puede incluir lavados con
tensoactivos, utilizacion de bactericidas y fungicidas ya sea sistémicos o de contacto,
hipoclorito de sodio o calcio a diferentes concentraciones, seguidos por enjuagues con
agua estéril o agua destilada (Pérez J. , 1998).

En el caso de la contaminacién enddgena se puede utilizar antibioticos en el
medio de cultivo o hacer lavados con los mismos por tiempos méas prolongados,
primero es importante determinar el patdgeno que posee el explante para utilizar el

antibidtico adecuado (Esquivel et al., 1994).

1.4.2.2.3. Fase de establecimiento

Después de la desinfeccidn y en condiciones de asepsia (camaras de flujo), se
cultiva el tejido en el medio de cultivo escogido. El tamafio del explante es importante,
mientras mas grande sea mas facil se contaminara; por el contrario, si el tamafio
disminuye, las probabilidades de propagacion se reducen al igual que la contaminacién
del explante (Pérez, 1998).

La funcidn primordial en esta etapa es establecer el explante en el medio de

cultivo e inducir al desarrollo de brotes multiples para su posterior multiplicacion, lo
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que podria involucrar: estimulacion en la formacion de brotes axilares, iniciacion en
brotes adventicios (hojas, brotes, escamas de bulbos o material similar) y formacién
de callo (Hartmann, 1995).

1.4.2.2.4. Fase de multiplicacion

El objetivo principal en esta etapa es obtener la mayor cantidad de plantas a
partir de cada explante que previamente se establecio. Este proceso se realiza con
ayuda de ciertos fitoreguladores como: citoquininas, auxinas, brasinolidas, etileno y
acido abscisico. Cada una de las estructuras se divide y se transplanta en un medio
nuevo y fresco, cumpliendo con los requerimientos exactos que la planta necesita
(Pérez, 1998).

1.4.2.3. Organogénesis

En la propagacion in vitro es importante el desarrollo de la organogénesis para
la produccidn de tejidos u 6rganos nuevos, este requiere que las células sean adecuadas

y receptivas a procesos de desdiferenciacién y diferenciacion celular (Smith, 2012).

Existen dos tipos de organogénesis: la organogénesis directa e indirecta. La
primera se da, sin la ocurrencia de un proceso extenso de desdiferenciacion y se
observa la formacion de masas celulares indiferenciadas conocidas como callo;
mientras que en la segunda existe la formacion del callo, previo a formar brotes
(Acosta, 2012).

1.4.2.4.  Principios activos

1.4.2.4.1. Generalidades

Los principios activos son sustancias que se encuentran en diferentes partes de
las plantas; basicamente tienen funciones especificas como: atrayentes o repelentes de
animales y sirven de defensa contra diferentes patdgenos (Lock, 1994). Ademas,
pueden llegar a ser muy utiles para el ser humano al usarlos como: medicinas,
plaguicidas, colorantes, fragancias, edulcorantes, etc. (Bourgaud et al., 2001). La
mayoria de los principios activos de plantas estdn comprendidos dentro de los llamados

productos naturales o metabolitos secundarios.
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Existen dos tipos de sustancias activas en la planta, la primera que proviene del
metabolismo primario (Compuestos del Bioquimico), que se los obtiene a partir de la
fotosintesis como: glucidos, lipidos, derivados de aminoécidos. La segunda
(Compuestos del Quimico) que proviene del metabolismo secundario, derivados
principalmente de la asimilacion del nitrogeno (Lerchundi, 2006), estos son
compuestos quimicos de estructura compleja con distribucion restringida,
considerados no indispensables en las plantas pero necesarios para la supervivencia de

las plantas en el medio ambiente (Lock de Ugaz, 1998).

Podemos encontrar una amplia gama de metabolitos secundarios,
estos se clasifican en varios grupos de acuerdo con sus rutas biosintéticas y
caracteristicas estructurales de los cuales los mas estudiados desde el punto de vista de
la salud son: compuestos fendlicos, terpenos, glicdsidos, alcaloides etc. (Lattanzio,
2013).

1.4.2.4.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios de mayor
difusion. Se estima que alrededor del 2% de todo el carbono producido en la
fotosintesis se convierte en flavonoides o compuestos estrechamente relacionados.
Ademas, se ha demostrado que las hojas de las plantas vasculares contienen ésteres,
amidas y glucésidos de é&cido hidroxicinamico; flavonoides, especialmente los

flavonoles y proantocianidinas (Lattanzio, 2013).

Los compuestos fenolicos exhiben una amplia gama de propiedades
fisiolégicas, tales como anti-alergénico, anti-inflamatorio, anti-microbiano,
antioxidante, anti-trombatica, efectos cardioprotectores y vasodilatadores (Parr, 2000).
Estos elementos son parte esencial de la dieta humana, y son de considerable interés

debido a sus propiedades antioxidantes (Nagendran, 2006).

1.4.2.4.3. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se relaciona con compuestos capaces de preservar un

sistema bioldgico del efecto perjudicial de procesos que causan excesiva oxidacion
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(Alvarez, 2010). Esta actividad relacionada con compuestos fenélicos depende de la
estructura quimica, en particular del nimero y las posiciones de los grupos hidroxilo
y la naturaleza de sustituciones en los anillos aromaticos (Nagendran, 2006). Estudios
epidemioldgicos, demuestran que una dieta bien balanceada que contenga gran
cantidad de antioxidantes, reduce la incidencia de cancer de la préstata, de mama,

renal, y de otros tipos (Lunawati, 2012).
1.4.2.4.4. Azucares reductores

Los gldcidos tienen diversas funciones en los organismos como fuente de
energia o formador del material estructural de las membranas, entre otras, por lo que
se consideran moléculas versatiles. Segln su estructura estos compuestos se pueden

clasificar en:

o Monosacéridos simples y compuestos.
. Oligosacaridos
. Polisacaridos simples y compuestos

Los monosacaridos o azlcares reductores estan constituidos por una funcion
cetdnica o aldehidica, estos tienen importancia clinica; ya que son capaces de detectar

deficiencia de enzimas (Granda, 2014).

1.4.2.4.5. Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica es un proceso que consiste en la obtencidn del extracto
etanolico de una planta mediante una particion liquido-liquido con solventes. En esta
fase, la bioactividad trata de descifrar las propiedades utiles de la planta en estudio
mediante el fraccionamiento o separacion de distintos compuestos segun la regla de
afinidad. El fundamento del screening fitoquimico es aislar y purificar compuestos
presentes en la muestra vegetal y a su vez que las moléculas que estén presentes en la
planta den reacciones con diferentes reactivos, afirmando o negando su presencia
(Albornoz, 1980).
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1.4.2.4.6. Principios activos en Hydrangea macrophylla

Se ha reportado que las plantas pertenecientes al género Hydrangea poseen:
fenoles, taninos, glicosidos, alcaloides, terpenos y esteroides (Wang, 2013). Los
resultados de diferentes investigaciones cientificas han revelado las ventajas de la
hortensia, donde se expone su utilidad; asi como la efectividad de sus principios
activos, lo cual se evidencia en el estudio publicado por (Kiseko, 2000), en el que
describe la inhibicion del crecimiento de Plasmodium falciparum con el uso de
extractos de la hoja, la misma que contiene sustancias antimalaricas que pueden ser

administradas via oral.

Existen investigaciones que muestran que los usos de un extracto acuoso de las
partes aéreas de la planta tienen un significativo efecto hipoglucémico, como se sefiala
el su articulo: Bioactive Constituents from Hydrangea seemannii and identification in
the fingerprint of the infusion development by UPLC-PDA (Pérez A. , 2013).

Segun Ujihara (1995) el componente que se encuentra en cantidad significativa
en las hojas de la planta, es una isocumarina, filodulcina (figura 3), que es 200-400
veces mas dulce que la sacarosa en la lengua humana. Estudios realizados en la
filodulcina concluyen que esta puede ser Gtil para mejorar la intolerancia a la glucosa

en la sangre y anormalidades de condiciones diabéticas (Eunju, 2016).

O
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Figura 3. Estructura quimica de la filodulcina.
Fuente: (ChemSpider, 2016).

Ademas, trabajos como: Chemical Constituents from the Hydrangea

chinensis detallan los compuestos fendlicos que posee la hortensia y las diversas
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funciones bioldgicas que indican la posibilidad de tener actividades farmacologicas
(Taha, 2003).

1.5. Hipotesis

Existe variacion entre los componentes bioquimicos de plantas in vivo e in vitro

de Hydrangea macrophylla.

CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El proyecto de tesis fue desarrollado por Denisse Carolina Puebla Sanchez, con
la colaboracion de MSC. Monica Jadan, Directora del proyecto y Dra. Blanca Naranjo

como asesora cientifica
2.2. Zonade estudio

La investigacion inicidé con una revision bibliografica de los estudios
relacionados con el cultivo in vitro de hortensia. Posteriormente se inicid a las fases

de campo y laboratorio.
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2.3. Fase de campo
Localizacion geogréfica del invernadero

Se utilizd plantas de hortensia (H. macrophylla), las cuales fueron
proporcionadas por la empresa Germoplanta Cia Ltda, ubicada en la calle Almendros

3B y Vifiedos Canton Rumifahui en la provincia de Pichincha.

2.3.1. Fase preliminar

Esta fase se realiz6 con el fin de eliminar la mayor cantidad de patdgenos, se
efectuaron desinfecciones con fungicidas y bactericidas sistémicos cada dos semanas,

donde se uso:

Phyton: bactericida/fungicida sistémico cuyo ingrediente activo es el sulfato

de cobre pentahidratado. La dosis de 2 mL/L

Dorbaq 208: bactericida/fungicida cuyo ingrediente activo es el Nitrdgeno. La
dosis de 2,5 mL/L

La aplicacién de cada uno de los fungicidas y bactericidas se realiz6 en horarios
de 7:00 am y 5:00 pm, donde la temperatura ambiental fue baja. A esta hora la planta
se encuentra en estado de intercambio foliar activo; es decir, es un instante 6ptimo para

lograr una buena absorcién de la sustancia quimica.

Las plantas expuestas al control fitosanitario fueron utilizadas para el
establecimiento in vitro, donde se tomo yemas apicales, laterales y hojas para su

introduccion.
2.4. Fase de laboratorio

El presente proyecto de investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales perteneciente al Departamento de Ciencias de la Vida de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, ubicado en Sangolqui, con direccion:

Av. General Rumifiahui, de la provincia de Pichincha, Ecuador, y cuyas coordenadas
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son: Latitud 0°18°53, 891" (Sur), Longitud 78°26°46,562 (Oeste), Altura elipsoidal 2
518,640 m.

2.4.1. Material vegetal

Se utilizaron dos tipos de explantes en este estudio (Figura 4). Las hojas
jovenes y las yemas laterales y apicales que no presentaban dafios ni manchas; ademas
se tomd en cuenta que la hoja posea peciolo para su posterior propagacion, se corté a
la hoja tomando parte de la nervadura principal con un tamafio aproximado de 1 cm

por cada explante y las yemas seleccionadas fueron de 3-5 cm de longitud.

Figura 4. Explantes de hortensia
(a) hoja, (b) yemas.

2.4.2. Instrumental

Previa a la introduccion de los explantes, se desinfecté la camara de flujo
laminar con alcohol al 70% v/v y se la esteriliz6 con luz ultravioleta (UV) por 40
minutos antes y después de introducir todos los materiales necesarios para realizar la
siembra como se indica en la figura 5. Las operaciones de inoculacion, transferencia y
manipulacion del material vegetal fueron realizadas en una cabina de flujo laminar
horizontal.
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Figura 5. Camara de flujo laminar esterilizada con
los materiales para siembra de explantes.

2.4.3. FASE I: Desinfeccion de las muestras vegetales

Después del tratamiento preliminar de las plantas madre y la respectiva
seleccion y corte de los explantes para su uso, se inicio6 el proceso de desinfeccion para

eliminar todos los patdgenos presentes tanto enddégena como exégenamente.

2.4.3.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo para la introduccién del material vegetal fue un Murashige
& Skoog (MS) 1962, cuyos componentes se detallan en la tabla 2. La concentracion
de agar fue de 7 g/L y 30 g/L de sacarosa ajustado a un pH de 5.8, se utilizo frascos de
vidrio con 25 mL de medio de cultivo, el mismo que fue esterilizado en una autoclave
horizontal por 20 min a 121°C y 15 PSI.

Tabla 2.
Componentes del Medio Murashige & Skoog (MS) 1962, utilizado para la etapa de
desinfeccion.

Micro Elementos mg/L
CoCl2 .6H20 0,025
CuSO4 .5H,0 0,025

FeNaEDTA 36.7
H3BO3 6.2

Kl 0.83
MnS0O4.H,O 16.9
Na>MoOs * 2H 20 0.25




ZnS04 .7TH0 8.6
Macro Elementos mg/L
CaCl, 332,02
KH2PO4 170
KNO3 1900
MgSQO4 180,54
NHsNO 3 1650
Vitaminas mg/L
glicina 2
mio-Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
HCI piridoxina 0.5
Tiamina HCI 0.1

2.4.3.2.

El protocolo de desinfeccion para los dos tipos de explantes consistio en un
lavado previo para remover cualquier impureza o tejido viejo con agua corriente por
30 minutos, enseguida se sumergié con DORBAQ al 5% p/v durante 30 minutos.
Luego, se realizé un lavado en una solucion de detergente a una concentracién de 1%
p/v durante 15 minutos en agitacion. Se hizo un lavado con alcohol al 7% p/v por 10
segundos, después se introdujeron los explantes en cloruro de mercurio al 1% p/v por
un minuto, cumplido el tiempo de cada etapa en la desinfeccion se ejecutaron tres
lavados con agua estéril, inmediatamente se utilizé antibiético (cefatoxima) por 30
minutos. Por ultimo, se aplicaron los tratamientos a evaluar en esta fase (Tabla 3),
donde se tomo en cuenta dos variables: la concentracién de la solucion de hipoclorito

Desinfeccidn del material vegetal

de sodio y el tiempo de inmersion de los explantes en dicha solucion.

Tabla 3.

19

Tratamientos de desinfeccion entre la variable concentracion de hipoclorito de sodio

versus tiempo de inmersién de los explantes de hoja.

Tratamiento

Concentracion hipoclorito de sodio
(%VIV)

Tiempo inmersion

(min)

1

5
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2 1 10
3 1,5 5
4 1,5 10

Consecutivamente se procedio a realizar tres lavados con agua destilada estéril
dentro de camara, de esta manera se retird el exceso de hipoclorito de sodio de los

explantes.

Para los explantes de yemas laterales y apicales, se realiz6 el mismo
procedimiento de desinfeccion que el de hojas, donde se tomd en cuenta una variable:
tiempo de inmersion de los explantes en dicha solucion, la misma que se detalla en la
Tabla 4.

Tabla 4.
Tratamientos de desinfeccidn entre la variable concentracion de hipoclorito de
sodio versus tiempo de inmersion de los explantes de yemas.

Tratamiento Concentracion hipoclorito de Tiempo inmersion
sodio (%V/V) (min)
1 3,5 3
2 3,5 5
3 3,5 8

2.4.3.3. Condiciones fisicas del cultivo

Los explantes usados para organogénesis directa fueron incubados en una sala
cuya temperatura se mantuvo a 25°C, humedad (60%) con un fotoperiodo (12 horas),

en cambio los explantes para callogénesis fueron incubados en total oscuridad.

2.4.3.4. Evaluacion

Durante esta etapa se evaluaron los parametros de contaminacion y oxidacion
de los explantes. Se evaluo a los 30 dias de cultivo en donde se observo: porcentaje

(%) de explantes contaminados ya sea bacteria u hongo y porcentaje (%) de oxidacion.
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Las variables a ser evaluadas se detallan a continuacion:

Contaminacion

Visualmente se determind si los dos tipos de explantes mostraban o no
contaminacion sea hongo o bacteria y se valorizd cada explante: con “0” a los

explantes contaminados y “1”” a los no contaminados (figura 6).

Figura 6. Contaminacion de explantes:
(a) por bacteria, (b) por hongo.

Oxidacién

Mediante observacién se determind si un explante presentaba o no dafio en el
tejido basado en su color, los explantes oxidados se les dio el valor de “0” (color café,
amarillo, blanco) y aquellos que no presentaron oxidacion el valor de “1” (color verde)
(Figura 7).
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Figura 7. Oxidacion de explantes: (a) explantes sin oxidacion,
(b) explantes oxidados.

Finalmente, para el andlisis estadistico se realizaron veinte repeticiones por
cada tratamiento de desinfeccion de hojas y diez para la desinfeccion de yemas, segin
lo indicado en la tabla 3 y 4, teniendo como unidad experimental un explante por frasco
con medio de cultivo. Para la evaluacion estadistica de los tratamientos de hoja se

establecid un disefio completamente al azar (DCA) de 2x2 y para yemas de 1x3.

2.4.4. FASE II: Introduccién y multiplicacion de brotes a partir de yemas

Después de la etapa de desinfeccidn, se inicid el proceso de introduccion para
establecer el medio adecuado en que se va a desarrollar la planta in vitro. En esta fase
de la investigacion se tuvo por objetivo encontrar las mejores concentraciones de

fitoreguladores para la proliferacion de la planta.

Una vez que los explantes no presentaron contaminacion, se cambio a un medio
semisdlido de Murashige & Skoog (1962) modificado (Gnicamente sales macro y
micro) suplementado con Vitaminas Gamborg (1966); con 30 g/L de sacarosa como
fuente de carbono y 7 g/L de agar, ajustado a un pH de 5.8. Los explantes sembrados

se incubaron a 25°C con un fotoperiodo (12 horas).

En el medio de proliferacion se utiliz6 distintas concentraciones de 6-BAP (6-
bencilaminopurina). Se realizaron 15 repeticiones por cada uno de los tratamientos

descritos en la tabla 5.

Tabla 5.

Tratamientos con respecto a la variable 6-BAP para los explantes de yemas
para la fase de introduccién a partir de yemas de hortensia (Hydrangea
macrophylla).

Tratamiento Concentracién de 6-BAP (mg/L)
0 0
1 3

2 3,9
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Se evalud las siguientes variables:

Presencia 0 ausencia de brotes: se visualizd el aparecimiento de brotes en el

explante, dado valores de “0” a explantes que presentaban brotes y “1”” a los que no

presentaban brotes (Figura 8a).

Numero de brotes: se observé la cantidad de brotes que presentaban los
explantes a los 15, 30 y 45 dias (Figura 8b).

Figura 8. Explantes con (a) Presencia de brotes y
(b) nimero de brotes (4).

2.4.5. Fase I1l: Induccidén de callos a partir de secciones de hoja

Después de establecer el mejor tratamiento de desinfeccién, se sembrd los
explantes en un medio de cultivo suplementado con fitohormonas, con la finalidad de
inducir la formacion de callo en los explantes de hoja. EI material vegetal fue sembrado
en un medio semisdlido de Murashige & Skoog (1962) con vitaminas; con 30 g/L de
sacarosa como fuente de carbono y 7 g/L de agar, ajustado a un pH de 5,8. Los

explantes sembrados se incubaron a 25 °C en oscuridad.

Este medio fue suplementado con dos distintas concentraciones de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (6-BAP), obteniendo como
resultado cuatro tratamientos distintos para la induccién de callo, los mismos que se

especifican en la tabla 6.



Tabla 6.
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Tratamientos de medios de cultivo con combinaciones de 6-BAP y 2,4-D, para la
fase de induccion de callos de hortensia (Hydrangea macrophylla).

Tratamiento Concentracion de 6- Concentracion de 2,4-D
BAP (mg/L) (mg/L)
0 0 0
1 0,5 0,5
2 0,5 1
3 1 0,5
4 1 1

A los 30 dias de cultivo, se evaluo:

Presencia o0 ausencia de callo: se visualizé la formacion de tejido calloso en el

explante, dando valores de “0” a explantes que presentaban callo y “1” a los que no

presentaban.

Oxidacion: mediante observacion se determind si un explante presentaba o no
dafio en el tejido basado en su color, los explantes oxidados se les dio el valor de “0”
(color café, amarillo, blanco) y aquellos que no presentaron oxidacion el valor de “1”

(color verde).

Se realizaron 20 repeticiones por cada uno de los tratamientos descritos en la
tabla 6 y se tomo en cuenta como unidad experimental, un frasco. Visualmente se
evalud la variable desdiferenciacion celular o induccion de callo. Se asigno el valor de
“0” a los explantes con presencia de callo (Figura 9a). En cambio, a las muestras
vegetales que no presentaron desdiferenciacion celular se les asign6 el valor de “1”
(Figura 9b).
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Figura 9. (a) Presencia de callo, (b) ausencia de callo.

Anadlisis estadistico

La evaluacion se realizé al cumplir los 15 y 30 dias del cultivo de yemas y
hojas respectivamente, obteniendose un analisis estadistico exploratorio de datos
mediante construccién de graficas y se empled un andlisis inferencial realizando
analisis de varianza (ANOVA) con sus supuestos: grafica Q-Q plot y la prueba de
Shapiro-Wilks modificado; si los datos no cumplen una distribucion paramétrica se
realizara la prueba de Kruskal-Wallis. Se utiliz6 InfoStat y Excel para realizar las

pruebas estadisticas.

2.4.6. Fase IV: Analisis fitoquimico

Para la identificacion de los principios activos se procedio a secar las hojas in
vitro y ex vitro en un ambiente cerrado hasta que haya perdido toda el agua, luego se
trituraron con ayuda de un mortero hasta obtener un polvo fino. Para la extraccion se
afiadio metanol puro en una proporcién de 1:3 (1 material vegetal y 3 de metanol como
solvente organico) a cada una de las muestras, se filtro y finalmente se las dejo en

reposo por 24 horas en oscuridad y a temperatura ambiente (Figura 10).
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Figura 10. Extractos de: (a) hoja in vitro (b) hoja ex vitro, (c) callo de hoja
de 6 meses, (d) callo de hoja de 14 meses.

2.46.1. Pruebas cualitativas

Para las pruebas cualitativas se determind el contenido de metabolitos
secundarios que contiene la hortensia. Para la deteccion de fenoles con cloruro férrico,
flavonoides con cloruro de aluminio y Shinoda, carbohidratos con Molisch y Fehling,
taninos con acetato de plomo y gelatina, alcaloides con Drahendorf, Mayer y acido
picrico, terpenoides con la prueba de Salkowski y finalmente deteccion de esteroides
de tres muestras diferentes: callo de hoja in vitro, hoja in vitro y hoja ex vitro.

La valoracién se designé segun la concentracion del principio activo mediante
colorimetria regido por la FDA, siendo (-) negativo, (+) poco, (++) regular, (+++)

abundante de las tres muestras: hoja ex vitro, hoja in vitro y callo de hoja (Anexo B).

2.4.6.2. Pruebas cuantitativas

Después de realizar la marcha fitoquimica se midié la cantidad de fenoles,
caracter antioxidante y azlcares reductores de los cuatro extractos: (a) hoja in vitro (b)

hoja ex vitro, (c) callo de hoja de 6 meses, (d) callo de hoja de 14 meses (Anexo B)
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2.4.6.2.1. Determinacion de contenido de Fenoles

Para la determinacion del contenido de fenoles se utilizé la técnica de Oxido-
reduccion de Folin-Ciocalteu (SIGMA, 2015), basada en una reaccién colorimétrica
detectada espectrofotometricamente. Para la preparacion de la curva de calibracion, se
utilizé una solucién estandar de acido galico a diferentes diluciones en agua destilada
generando diferentes concentraciones de fenoles como se detalla en la tabla 7
(Ainsworth et al., 2007).

Tabla 7.
Datos para realizar la curva de calibracion para determinar el contenido de
fenoles.

# Muestra | Acido galico (mL) Concentraciones de fenoles (mg/L)
1 0 0
2 1 50
3 2 100
4 3 200
5 5 300
6 10 500

La preparacion del blanco para el experimento consistio en agregar 0.1 mL de
metanol con 1.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu, se agitdé y se colocé 1.4 mL de
Bicarbonato de Sodio (7.5%).

Para el ensayo se adicion6: 0.1 mL del extracto de cada muestra (preparado por
maceracion de 1 g de cada muestra y 25 mL de metanol durante 24 horas de oscuridad),
1.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 1.4 mL de Bicarbonato de Sodio (7.5%) y se dejo
reposar durante 30 minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo se agitaron las
muestras y se colocd 1 mL de cada ensayo en la celda del espectrofotdmetro para medir
la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm. La concentracion de fenoles de la
muestra se interpold a partir de la curva de calibracion realizada (Ainsworth et al.,
2007).
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2.4.6.2.2. Determinacion de contenido de caracter antioxidante

Para el ensayo de determinacion de la capacidad o caracter antioxidante de los
extractos de las cuatro muestras (callo de hoja in vitro a los 6 y 14 meses, hoja in vitro,
y hoja ex vitro), se utilizé la técnica de captacion de radicales libres DPPH (2,2-difenil-

1-picrilhidrazilo). Para la preparacion de la curva de calibracion DPPH,

En el ensayo se agrego la muestra preparado por maceracion de 1 g de cada
muestra y 25 mL de metanol durante 24 horas en oscuridad, Metanol y DPPH (0.5
mM) como se detalla en la Tabla 8, posteriormente se mantuvo durante 30 minutos en
oscuridad, se colocd 1 mL en una celda del espectrofotometro y se medié la

absorbancia a 517 nm.

-El;gtt)cl)z géra realizar la determinacion del contenido de caracter oxidante.
Metanol (mL) Muestra (mL) DPPH (mL)
Blanco hoja 2,9 0,1 =
Control hoja 1 = 2
Blanco callo 2 1 =
Control callo 2,5 = 0,5
Hoja in vitro 0,1 0,9 2
Hoja ex vitro 0,1 0,9 2
Callo 6 meses 0,5 2 0,5
Callo 14 meses 0,5 2 0,5

El porcentaje de radicales libres DPPH eliminados fue calculado de la siguiente

manera:

%DPPH = |Absorbancia del control — Absorbancia de la muestral| 100
’ B |Absorbancia del control| x

2.4.6.2.3. Determinacion de azucares reductores

Para la determinacién del contenido de azucares reductores de los extractos de

callo de in vitro de 6 y 14 meses, hoja in vitro, y hoja ex vitro se utilizé el método
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acido dinitrosalisilico (DNS), basada en una reaccion colorimétrica que se mide por
medio de espectrofotometria. Para la preparacion de la curva de calibracion, se utilizo
una solucidn de glucosa en agua y DNS descrito en la tabla 9.

Tabla 9.

Preparacion de la curva de calibracion en la determinacion del contenido de
azucares reductores.

Muestra Glucosa (mL) Agua destilada DNS 1% (mL)
(mL)

Blanco 1,2 0,3
1 0,2 1 0,3
2 0,3 0,9 0,3
3 0,4 0,8 0,3
4 0,5 0,7 0,3
5 0,6 0,6 0,3
6 0,7 0,5 0,3
7 0,8 0,4 0,3
8 0,9 0,3 0,3
9 1 0,2 0,3

En el ensayo se agregd 0,5 mL de cada muestra, 0,7 mL agua 'y 0,3 mL de DNS
(1%), después se colocd 1 mL en una celda del espectrofotometro y se midié la
absorbancia a 540 nm. La concentracion de azucares reductores de la muestra se

interpol6 a partir de la curva de calibracion realizada.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS

El estudio investigativo para el “Analisis de los principios activos en la
especie Hydrangea Macrophylla de explantes in vivo e in vitro” se realiz6 en cuatro
etapas sucesivas. Primero, la estandarizacion del protocolo de desinfeccion de dos
tipos de explantes (hojas y yemas). En la segunda etapa, se determind la concentracion
de fitohormonas apropiadas para la inducciéon de organogénesis directa en yemas y
callogénesis en hojas, la siguiente fase consistio en el andlisis de los principios activos
y finalmente se compar6 las concentraciones de fenoles, caracter antioxidante y

azucares reductores en explantes in vitro, ex vitro y callo.
3.1. FASE I: Desinfeccion de las muestras vegetales

En esta fase se evaluaron las variables contaminacién y oxidacion. Para los
explantes de hojas se probé cuatro tratamientos de desinfeccion que constaban de dos
concentraciones de hipoclorito de sodio (1% y 1,5%) y dos tiempos de inmersién (5y
10 minutos). Para las muestras vegetales de yemas se prob0 tres tratamientos, que
consistian en una concentracion de hipoclorito de sodio (3,5%) y tres tiempos de

inmersion (3, 5y 8 minutos). Los datos fueron evaluados a los 15 dias de siembra.
3.1.1. Contaminacion

Para la desinfeccion de yemas apicales, laterales y hojas de Hortensia
(Hydrangea macrophylla) los tratamientos empleados fueron detallados en la tabla 3

y 4 del capitulo anterior respectivamente.

3.1.1.1.  Muestras vegetales de hoja
3.1.1.1.1. Analisis exploratorio de datos
En el analisis exploratorio se pudo observar que el mejor tratamiento para

conseguir la desinfeccion del material vegetal, fue el tratamiento 3 donde se empled
un tiempo de 5 minutos y a una concentracion 1,5 % de hipoclorito de sodio. Al
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disminuir la concentracién de hipoclorito de sodio (1%) se observo que la presencia
de contaminantes fue mayor, por otro lado, al aumentar el tiempo de exposicion

aumenta el indice de necrosamiento del explante.

La tabla 10 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
que fueron utilizados en la desinfeccion de hojas. Se puede observar que el tratamiento
3 presenta la tasa de contaminacion mas baja lo que sugiere que este tratamiento es
apto para la desinfeccion de hoja de hortensia. En cambio, el tratamiento 1 presenta la
tasa de contaminacion mas alta lo que indica que este tratamiento es el menos apto

para la desinfeccién de explantes de hoja.

Tabla 10.
Tabla de contingencia para contaminacion respecto a los tratamientos de
desinfeccion de hojas.

Tiempo de Concentracion de Hipoclorito de Sodio
INMersion 1% viv 1,5 % viv
(min)
5 17 4
10 16 3

En la figura 11 se puede observar que el menor numero de explantes
contaminados es el tratamiento que posee un tiempo de inmersion de 10 minutos y una

concentracion de hipoclorito de sodio de 1,5%.
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Concentracion de Hipoclorito de Sodio en porcentaje

Figura 11. Numero de explantes contaminados respecto a las concentraciones de
hipoclorito de sodio empleado en los tratamientos de desinfeccion (N=80, n=40)

3.1.1.1.2. Analisis Inferencial

Mediante un andlisis de varianza (ANOVA) se determiné si los datos son
paramétricos o no paramétricos (Anexo A.1.1). Realizado el ANOVA, se obtuvo los
residuos de dicho analisis para proceder a realizar la gréafica de distribucién (Figura
12) y asi determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos de

desinfeccion de hojas de hortensia.
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Figura 12. Gréafica de Q-Q plot de
los residuos de la Variable Contaminacion.
La figura 12 muestra que los datos no siguen una distribucion normal, por lo
tanto los datos analizados son no paramétricos y se comprobo realizando una prueba
de normalidad Shapiro -Wilks modificado (Cuadro 1) donde se puede observar que el

p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 1.
Prueba de Shapiro -Wilks realizada a los residuos obtenidos del analisis de

varianza a partir de los datos obtenidos de contaminacion.

Variable n Media D.E. W* piUnilateral D)
EDUOC contaminacion 80 0,00 0,38 0,86 <0,0001

Debido a que los datos son no paramétricos se aplicd la prueba de Kruskal
Wallis, que presentd un valor de p<0,0001; lo que indica que efectivamente existen

diferencias significativas entre los tratamiento (Cuadro 2).
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Cuadro 2.
Prueba No paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con los datos de la variable

contaminacién.

Variable Tratamiento Conc Cl Tiempo N Medias D.E. Medianas Promedio rangos gl C H o)
Contaminados (%) T1 1,00 5,00 20 0,80 0,41 1,00 52,50 30,75 21,63 «£0,0001
Contaminados (%) T2 1,00 10,00 20 0,80 0,41 1,00 52,50
Contaminados (%) T3 1,50 5,00 20 0,25 0,44 0,00 30,50
Contaminados (%) T4 1,50 10,00 20 0,15 0,37 0,00 26,50

Trat. Ranks

T4:1,50:10,00 26,50 &
I3:1,50:5,00 30,50 &
T2:1,00:10,00 52,50
T1:1,00:5,00 52,50
Medias con una letrs comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

o

En el cuadro 2 se observa que el tratamiento T4 (1,5 % v/v de hipoclorito de
sodio y 10 minutos de tiempo de inmersion) posee una media de 0,15 en porcentaje de
explantes contaminados y una desviacion estandar de 0,37, por lo que el tratamiento 4
es el mejor para el proceso de desinfeccidn de los explantes de hoja con respecto a los

otros 3 tratamientos.

También se puede evidenciar que el tratamiento 4 es 6ptimo mediante el
analisis de rangos, forméandose dos subconjuntos (A). Adicionalmente se puede ver la
presencia de dos grupos (B) con el valor de 52,50 gque son los subconjuntos que poseen
el mayor rango, los mismos que representan los resultados de los tratamientos de

menor eficiencia para el proceso de desinfeccion.

3.1.1.2.  Muestras vegetales de yemas

3.1.1.2.1. Analisis exploratorio de datos

En el caso de las muestras vegetales de yemas se observé que el mejor
tratamiento para conseguir la desinfeccion del material vegetal fue en un tiempo de 5
minutos y a una concentracion 3,5 % de hipoclorito de sodio (Tratamiento 2), al
disminuir el tiempo de inmersion la presencia de contaminantes fue mayor; por otro
lado, al aumentar el tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio aumentd el indice de

necrosamiento del explante.
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La tabla 11 muestra el andlisis de contingencia de los tres tratamientos que
fueron utilizados en la desinfeccion de yemas. El tratamiento 3 presenta la tasa de
contaminacion mas baja lo que sugiere que este tratamiento es apto para la
desinfeccion de yemas de hortensia. En cambio, el tratamiento 1 presenta la tasa de
contaminacion mas alta lo que indica que este tratamiento es el menos apto para la

desinfeccion de explantes de yemas de hortensia.

Tabla 11.
Tabla de contingencia para contaminacion respecto a los tratamientos de
desinfeccion de yemas.

Tiempo de inmersion Concentracion de Hipoclorito de Sodio
(min) 3,5 % v/v
3 10
5 1
8 0

La figura 13 indica que el menor nimero de explantes contaminados es el
tratamiento que posee un tiempo de inmersion de 8 minutos y una concentracion de

hipoclorito de sodio de 3,5%.

12

10

Numero de explantes contaminados
(o2}

0 ]

3 min 5 min 8 min
Tiempo de inmersion

Figura 13. Numero de explantes contaminados respecto al tiempo de
inmersion en hipoclorito de sodio empleado en los tratamientos de
desinfeccion (N=30, n=10).
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3.1.1.2.2. Anaélisis Inferencial

Inicialmente se realizo un andlisis estadistico para determinar si los datos son

paramétricos o no parametricos mediante una prueba de ANOVA (Anexo A.1.2).

Realizado el andlisis de varianza, se obtuvo los residuos de dicho andlisis, para
realizar la grafica de distribucion (Figura 14).
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Figura 14. Gréfica de Q-Q plot de los residuos
de la VVariable Contaminacion.

La figura 14 muestra que los datos no siguen una distribucién normal, por lo
tanto estos son no paramétricos y se comprobd realizando una prueba de normalidad
Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 3) donde p es menor a 0,05 rechazando que los

datos son paramétricos.

Cuadro 3.
Prueba de Shapiro-Wilks realizada a los residuos obtenidos del analisis de
varianza a partir de los datos de contaminacion.

Variable n Media D.E. W* p(Unilacteral D)
RDUO contaminacion 30 0,00 0,18 0,40 <0,0001
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Debido a que los datos son no paramétricos se aplico la prueba de Kruskal
Wallis, la cual presentd un valor de p<0,0001; lo que indica que efectivamente existen
diferencias significativas entre los tratamiento (Cuadro 4).

Cuadro 4.
Prueba No paramétrica de Kruskal Wallis,
realizada con los datos de la variable contaminacion en yemas.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H )=

contaminacion T1 10 1,00 0,00 1,00 17,61 <0,0001
contaminacion T2 10 0,10 0,32 0,00
contaminacion T3 10 0,00 0,00 0,00

Trat. Ranks

T3 10,00 &
I2 11,50 &
T1 25,00 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05}

En el cuadro 4 indica que el tratamiento T3 (3,5 % v/v de hipoclorito de sodio
y 10 minutos de tiempo de inmersion) posee una media de 0 en porcentaje de explantes
contaminados y una desviacion estandar de 0, por lo cual el tratamiento 3 es el mejor
para el proceso de desinfeccion de los explantes de hoja con respecto a los otros 2

tratamientos.

También se evidencio que el tratamiento 2 y 3 es dptimo mediante el analisis
de rangos, donde existen dos subconjuntos (A). Adicionalmente se puede ver la
presencia de un solo grupo (B) con el valor de 25 que representa los resultados de los

tratamientos de menor eficiencia para el proceso de desinfeccion.
3.1.2. Oxidacion

Los explantes de Hortensia (Hydrangea macrophylla) sometidas a hipoclorito
de sodio a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion provocan oxidacion en
el explante, por lo que transcurrida las cuatro semanas de siembra, es primordial
determinar el mejor tratamiento; los procedimientos empleados corresponden a los

descritos en las tablas 3 y 4 del capitulo anterior.
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3.1.2.1.  Muestras vegetales de hoja

3.1.2.1.1. Analisis exploratorio de datos

Al realizar el andlisis exploratorio se evidencid que para las dos
concentraciones de hipoclorito de sodio y los dos tiempos de inmersién, los explantes
presentaron oxidacion en el tratamiento 4. En la tabla 12 se observan los explantes que

presentaron oxidacion, obtenidos mediante un andlisis de contingencia.

Tabla 12.
Tabla de contingencia para oxidacion respecto a los tratamientos de
desinfeccion.

Tiempo de Concentracion de Hipoclorito de Sodio
inmersién (min) 1% viv 1,5 % viv
5 0 0
10 0 7

Como indica la Figura 15 a mayor tiempo de inmersion y concentracion de
hipoclorito de sodio, la tasa de oxidacion de los explantes aumenta, mientras que al
disminuir la concentracion de hipoclorito de sodio disminuye, pero a su vez aumenta

la contaminacion del explante.

4
3
2
0
1
A A
0
1% viv 1,5 % viv
Concentracion de Hipoclorito de Sodio
@5 min 0 0
10 min 0 7

Figura 15. Nimero de explantes oxidados respecto a las concentraciones
de hipoclorito de sodio empleados en los tratamientos de desinfeccion.
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3.1.2.1.2. Anaélisis inferencial

Se realizd un andlisis estadistico para determinar si los datos son paramétricos
0 no paramétricos mediante una prueba de ANOVA (Anexo A.1.3). Realizado el
analisis de varianza, se obtuvo los residuos de dicho analisis, para realizar la grafica

de distribucion (Figura 16).
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Figura 16. Grafica de Q-Q plot de los residuos
de la VVariable Oxidacion.
La figura 16 indica que los datos no siguen una distribucion normal, por lo
tanto, los datos analizados son no paramétricos y se comprobd realizando una prueba
de normalidad Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 5) donde se confirmo que el valor

de p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 5.

Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos obtenidos
del analisis de varianza a partir de los datos de contaminacion
de hojas.

Variable n Media D.E. W* pl(Unilateral D)
RDUC oxidacion 80 0,00 0,24 0,63 <0,0001
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Debido a que los datos son no paramétricos se aplico la prueba de Kruskal

Wallis, la cual presentd un valor de p<0,0001; lo que indica que efectivamente existen

diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 6).

Cuadro 6.

Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis,

realizada con los datos de la variable oxidacion de hojas.

Variable Tratamientos W Medias D.E. Medianas H ja)
oxidacion T1 20 0,00 0,00 0,00 5,44 <0,0001
oxidacion T2 20 0,00 0,00 0,00

oxidacion T3 20 0,00 0,00 0,00

oxidacion T4 20 0,35 0,49 0,00

T3 37,00
T2 37,00
T1 37,00
T4 51,00

Irat. Ranks

O R

Madiss con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,.05)

El cuadro 6 indica que el tratamiento T1, T2 y T3 poseen una media de 0,00 en

porcentaje de explantes oxidados y una desviacién estandar de 0,00; por lo que el

tratamiento T4 al tener mayor tiempo de inmersion y concentracion de hipoclorito de

sodio la tasa de oxidacion de los explantes aument6. También se puede evidenciar que

el tratamiento 1, 2 y 3 es optimo mediante el anélisis de rangos, en el cual solo existen

subconjunto

s (A).

Con este analisis se puede concluir que los mejores tratamientos de

desinfeccion de explantes fueron aquellos a los que se les someti6 a una solucion de

hipoclorito de sodio al 1,5 % v/v con 5 y 10 minutos de inmersion. No obstante, los

explantes expuestos a un tiempo menor de inmersion presentaron bajo indice de

oxidacion fendlica, siendo 5 minutos la mejor opcion de tiempo para el tratamiento de

desinfeccion
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3.1.2.2. Muestras vegetales de yemas

3.1.2.2.1. Analisis exploratorio de datos

Al realizar el andlisis exploratorio se confirm6 que para los dos tiempos de

inmersion, los explantes presentaron oxidacion en el tratamiento 3. En la tabla 13, se

observan los explantes que presentaron oxidacion obtenidos mediante un analisis de

contingencia.

Tabla 13.

Tabla de contingencia para oxidacion respecto a los tratamientos de

desinfeccion.

Tiempo de inmersion | Concentracion de Hipoclorito de Sodio
(min) 3,5 % viv
3 0
5 0
8 5

La Figura 17 indica que a mayor tiempo de inmersion, la tasa de oxidacion de

los explantes aumenta, mientras que al disminuir el tiempo de inmersion aumenta la

contaminacion del explante.
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Figura 17. Nimero de explantes oxidados respecto al tiempo de inmersion
en hipoclorito de sodio empleados en los tratamientos de desinfeccion.

3.1.2.2.2. Analisis inferencial

Se realizo un andlisis estadistico para determinar si los datos son paramétricos
0 no paramétricos mediante una prueba de ANOVA (Anexo A.1.4). La figura 18,
muestra que los datos no siguen una distribucion normal, por lo que se les considera
no paramétricos y se confirma realizando una prueba de normalidad Shapiro-Wilks
modificado (Cuadro 7) donde se observé que el valor de p es menor que 0,05
rechazando que los datos son paramétricos.
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Cuantiles observados(RDUO oxidacion)

Figura 18. Gréfica de Q-Q plot de los residuos
de la Variable Oxidacion.

Cuadro 7.
Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos obtenidos del
analisis de varianza a partir de los datos de contaminacion.

Variable n Media D.E. W= p(Unilateral D)
RDUOC oxidacion 30 0,00 0,29 0,74 <0, 0001

Debido a que los datos son no paramétricos se aplicd la prueba de Kruskal
Wallis, que presento un valor de p = 0,003; indicando que efectivamente existen

diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 8).
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Cuadro 8.
Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con los
datos de la variable contaminacion.

WVariable tratamientos N Medias D.E. Medianas H E
oxidacion T1 10 0,00 0,00 0,00 4,84 00,0030
oxidacion T2 10 0,00 0,00 0,00

oxidacion T3 10 0,50 0,53 0,50

Trat. Ranks

T2 13,00
T1 13,00
I3 20,50 &

Medizs con uns letrs comiin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

El cuadro 8 indica que el tratamiento T1 y T2 poseen una media de 0,00 en
porcentaje de explantes oxidados y una desviacion estandar de 0,00; por lo que el
tratamiento T3 al tener mayor tiempo de inmersion y concentracion de hipoclorito de
sodio la tasa de oxidacion de los explantes aumentd. También se puede evidenciar que
solo existen subconjuntos (A). El tratamiento 1 y 2 presentan el menor valor (13),

siendo estos 6ptimos mediante el analisis de rangos.

Con este analisis se concluye que el mejor tratamiento de desinfeccién de
explantes corresponde cuando se le sometié a una solucion de hipoclorito de sodio al
3,5% v/v con 5 minutos de inmersion. No obstante, los explantes expuestos a un
tiempo menor de inmersion presentaron bajo indice de oxidacion fendlica, siendo 5

minutos el mejor tiempo para la desinfeccion.
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3.2.  Fase II: Induccion y Multiplicacion de brotes a partir de yemas

En esta fase se establecié un medio para la induccién y multiplicacion a partir de los
explantes de yemas sembrados, se utilizaron varios tratamientos variando la

concentracion de fitohormonas en un medio MS.

Los datos de presencia o ausencia de brotes se los evalud a los 30 dias, mientras
que los datos del nimero de brotes se los evalu6 a los 15, 30 y 45 dias una vez
determinado el protocolo de desinfeccion en la fase anterior. Se utilizaron 3

tratamientos, utilizando diferentes concentraciones y reguladores de crecimiento.
3.2.1. Presencia o ausencia de brotes:

Los tratamientos empleados (medio de cultivo) para dicha variable corresponde
a lo detallado en la tabla 5 del capitulo anterior. Mediante observacion se determing la
presencia o ausencia de brotes en cada uno de los medios de cultivo con las diferentes

concentraciones de fitohormonas.
3.2.1.1.  Andlisis exploratorio de los datos

Al realizar el andlisis exploratorio se observé que el uso 6-Bencilamonipurina
(6-BAP) a una concentracién de 4 mg/L (Tratamiento 3) en el medio MS, permiti6 la
obtencion de una mayor presencia de brotes en los explantes de hortensia sembrados
(Tabla 14). En los otros tratamientos utilizados (Tratamientos 1 y 2) existid la
presencia de brotes en menor cantidad que el tratamiento 3 transcurrido el tiempo de
evaluacion.

Tabla 14.

Presencia o Ausencia de brotes en cada una de las repeticiones segun el
tratamiento utilizado.

Tratamiento Presencia o Ausencia
Tl 3
T2 5
T3 9
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La figura 19 indica que existe la presencia de brotes en todos los explantes, sin

embargo la mayor abundancia de brotes (9) se obtuvo en el tratamiento 3.
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Figura 19. Presencia de brotes respecto a los tratamientos utilizados.

3.2.1.2.  Andlisis inferencial

Una vez concluido el andlisis exploratorio se realiza un andlisis inferencial para
determinar si los datos son paramétricos o no paramétricos mediante una prueba de
ANOVA (Anexo A.2.1). Después de la obtencion de los andlisis de varianza ANOVA,
se obtuvo los residuos de dicho anélisis, para realizar la grafica de distribucion (Figura
20).
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Figura 20. Grafica de Q-Q plot de los residuos de la
Variable Presencia o Ausencia de Brotes en explantes
de yemas.
Como se aprecia en la figura 20 los datos no siguen una distribucion normal,
por lo tanto se establece que estos no son paramétricos y se comprueba realizando una
prueba de normalidad Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 9), donde se observa que el

valor de p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 9.

Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos obtenidos
del andlisis de varianza a partir de los datos de Induccion y
Multiplicacién de Brotes.

I Variable n Media D.E. W*¥ p(Unilateral D)
IRDUD brotes 30 0,00 0,44 0,30 00,0210

Una vez establecido que los datos son no paramétricos se los evalla con la
prueba estadistica de Krustal Wallis (Cuadro 10).
Cuadro 10.

Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con los datos
de la variable presencia o ausencia de brotes.
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Variable Trtamientos N Medias D.E. Medianas H E
Brotes T1 10 0,30 0,48 0,00 5,42 00,0254
Brotes T2 10 0,50 0,53 0,50

Brotes T3 10 0,80 0,32 1,00

Trat. Ranks

T1 11,50 &
IZ 14,50 A B
I3 20,50 B

Medizs con una letrs comin no son significastivamente diferentes (po= 0,05}

El cuadro 10 muestra que el tratamiento T3 (6-BAP 4mg/L) posee una media
de 0,90 en porcentaje de presencia y ausencia de brotes y una desviacion estandar de
0,32; por lo cual, el tratamiento T3 es el mejor tratamiento para induccion de brotes

con respecto a los otros dos tratamientos.

También se puede evidenciar que el tratamiento 3 es dptimo mediante el
analisis de rangos (Cuadro 10), en la que existe subconjunto (B) y permite demostrar
que el mejor tratamiento es el 3 con un valor de rango de 20,50. Adicionalmente se
observa la presencia de un grupo (A) y otro subconjunto (AB) indicando que no existe
una diferencia significativa entre estos dos tratamientos y que son los menos aptos para

la induccién de brotes.
3.2.2. NUmero de brotes

En esta fase se evalud la cantidad de brotes que se obtuvo por cada uno de los
tratamientos que se probaron en esta fase, estos métodos variaron con la presencia de

diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina (6-BAP).
3.2.2.1.  Andlisis exploratorio de los datos

En este analisis se observo que el tratamiento T3 (4mg/L de BAP) fue el
tratamiento con la mayor cantidad de brotes una vez concluido los 45 dias de analisis
(Tabla 15).

Tabla 15.
Numero de brotes de hortensia (Hydrangea macrophylla) por tratamiento, a los
15, 30 y 45 dias de cultivo.

Tratamiento | Brotes a los 15 dias | Brotes a los 30 dias | Brotes a los 45 dias
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T1 0 4 7
T2 0 5 8
T3 0 10 15

La figura 21, muestra que el nimero de brotes aumenta a medida que transcurre

el tiempo. Se evidencia que a los 15 dias no existié presencia de brotes y durante los

primeros 30 dias de cultivo todos los tratamientos presentaron brotes pero a partir de

los 45 dias aumentd considerablemente el nimero de brotes (15) en el tratamiento 3.

NUmero de brotes

16
14
12

10 10

000
0 Ay

Brotes a los 15 dias
Brotes a los 30 dias

Brotes a los 45 dias

15

j

nT1
nT2
T3

Figura 21. Nimero de brotes de Hortensia (Hydrangea macrophylla)

en cada tratamiento a los 15, 30 y 45 dias de cultivo.

3.2.2.2.  Analisis inferencial

El andlisis inferencial determind si los datos poseen una tendencia paramétrica
0 no paramétrica realizando una prueba de ANOVA (Anexo A.2.2), se obtuvo los
residuos de dicho anélisis para cada variable (15, 30, 45 dias de cultivo). En el caso de

los 15 dias de cultivo no se realiza ningun tipo de analisis; ya que los resultados

obtenidos fueron nulos. A los 30 dias de cultivo se realiz6 el anlisis de varianza y se
obtuvo la grafica de Q-Q plot (Figura 22)
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Figura 22. Gréfica de Q-Q plot de los residuos de la

Variable NUmero de Brotes a los 60 dias de cultivo.
La figura 22, indica que los datos no siguen una distribucién normal, por lo
tanto se establece que estos no son paramétricos y se comprueba realizando una prueba
de normalidad Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 11), donde se observa que el valor

de p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 11.

Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos obtenidos
del analisis de varianza a partir de los datos de Induccion

y Multiplicacion de Brotes.

I Variable n Media D.E. W= p({Unilateral D)
I{DUT.} 30 dias 30 0,00 0,41 O, 80 <0, 0001

Establecido que los datos son no paramétricos se los evalGa con la prueba
estadistica de Krustal Wallis. El cuadro 12, indica que el tratamiento T3 (6-BAP
4mg/L) posee una media de 1 en porcentaje de nimero de brotes y una desviacién
estandar de O; por lo que el tratamiento T3 es el mejor tratamiento para induccion de

brotes con respecto a los otros dos tratamientos.
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Cuadro 12.
Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con los
datos de la variable presencia o ausencia de brotes a los 30 dias.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H )5}

30 dias T1 10 d,40 0,52 Q0,00 6,00 0,0135
30 dias T2 10 dJ,50 0,53 a,50

30 dias T3 10 1,00 0,00 1,00

ITrat. ERanks

T1 12,00 &
T2 13,50 A B
I3 21,00 B

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p<= 0.05)

También se evidencia que el tratamiento 3 es éptimo mediante el analisis de
rangos (Cuadro 12), donde existe un subconjunto (B) y permite demostrar que el mejor
tratamiento es el 3 con un valor de rango de 21. Adicionalmente se puede ver la
presencia de un grupo (A) y otro subconjunto (AB) indicando que no existe una
diferencia significativa entre estos dos tratamientos y que son los menos aptos para la

induccion de brotes.

Para la variable de los 45 dias de cultivo de igual forma se realiz6 el analisis de
varianza. Una vez realizado el andlisis de varianza para los 30 dias de cultivo, se

obtuvo la grafica de Q-Q plot (Figura 23).
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Figura 23. Grafica de Q-Q plot de los residuos de la
Variable NUmero de Brotes a los 60 dias de cultivo.
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La figura 23, se ve que los datos no siguen una distribucion normal, por lo tanto
se establece que estos no son paramétricos y se comprobé realizando una prueba de
normalidad Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 13), donde se observé que el valor de

p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 13.

Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos
obtenidos del analisis de varianza a partir de los
datos de Induccién y Multiplicacion de Brotes.

Variable n Media D.E. W* pl(Unilateral D)
ROUC 45 dias 30 0,00 0,46 0,77 <0,0001

Una vez establecido que los datos son no paramétricos se los evalla con la
prueba estadistica de Krustal Wallis (Cuadro 14).
Cuadro 14.

Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con
los datos de la variable presencia o ausencia de brotes a

los 45 dias.
Variakle Tratamientos N Medias D.E. Medianaz H o
45 dias T1 ia 0,70 0,48 1,00 7,66 0,0040
45 dias T2 10 0,80 0,42 1,00
45 dias T3 10 1,50 0,53 1,50
Irat. Banks
T1 11,75 R
Tz 13,00 A
I3 21,75 B
Medizs con unas letrs comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05}

En el cuadro 14, podemos apreciar que el tratamiento T3 (BAP 4mg/L) posee
una media de 1,5 en porcentaje de nimero de brotes y una desviacion estandar de 0,53;
por lo que el tratamiento T3 es el mejor tratamiento para induccién de brotes con

respecto a los otros dos tratamientos.

También se confirma que el tratamiento 3 es dptimo mediante el analisis de
rangos (Cuadro 14), donde existe un subconjunto (B), que demuestra que el mejor
tratamiento es el 3 con un valor de rango de 21,75. Adicionalmente se puede ver la

presencia de dos subconjuntos (A) que indican que no existe una diferencia
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significativa entre estos dos tratamientos y que son los menos aptos para la induccién

de brotes.

3.3.  Fase Ill: Induccidn de callos a partir de secciones de hoja

Durante la fase de induccion a callo de explantes de hoja de hortensia, se evalué
la presencia o ausencia de callo y oxidacion de los explantes introducidos. Estos fueron
sembrados en medio MS suplementado con 6-BAP (0,5 mg/L y 1 mg/L) con dos
concentraciones de 2,4-D (0,5 mg/L y 1 mg/L).

3.3.1. Presencia o ausencia de callo:

Los cambios morfologicos se registraron en los primeros 15 dias en
explantes de hoja con mayor concentracion de 2,4-D y a los 30 dias de siembra se

observo la formacion de callo (Figura 24).

Figura 24. Formacién del callo en el explante de
hoja a los 30 dias de siembra en el tratamiento 2
(0,5 mg/L 6-BAPy 1 mg/L 2,4-D).

3.3.1.1.  Anadlisis exploratorio de los datos

Al cabo de cuatro semanas después de la introduccién, se observéd el

encorvamiento y la presencia de exudado en los explantes de hoja. En este analisis se
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observo que el tratamiento T2 (0,5 mg/L de 6-BAP y 1 mg/L 2,4-D) desarrollé tejido

callogenico una vez concluido los 30 dias de analisis (Tabla 16).

Tabla 16.
Tabla de contingencia para presencia o ausencia de tejido callogénico
en los explantes de hoja.

Tratamiento Presencia de callo
Tl 3
T2 19
T3 11
T4 13

En la figura 25, se evidencia que existe formacién de tejidos calloso cuando
existe una concentraciéon de 1 mg/L de 2,4-D y 0,5 mg/L de 6-BAP (Tratamiento 2);
es decir cuando la concentracion de auxina es mayor se observa callo en cada uno de

los explantes.
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Tratamientos

Figura 25. Namero de hojas que presentaron tejido calloso en la Hortensia
(Hydrangea macrophylla).

3.3.1.2.  Andlisis inferencial

Para determinar si existe una relacion estadistica significativa de las hojas que
presentaron tejido calloso se realizé el andlisis inferencial para determinar si los datos
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poseen una tendencia paramétrica o no parametrica realizando una prueba de ANOVA
(Anexo A.3) con un nivel de significancia del 5%. Luego de realizar el analisis de
varianza para los 30 dias de cultivo, se obtuvo la grafica de Q-Q plot. La figura 26
muestra que los datos no siguen una distribucion normal, por lo tanto no son
paramétricos y se comprobé realizando una prueba de normalidad Shapiro-Wilks
modificado (Cuadro 15) donde se observo que el valor de p es menor que 0,05
rechazando que los datos son paramétricos.
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Figura 26. Grafica de Q-Q plot de los residuos de la
Variable Presencia o Ausencia de callo.

Cuadro 15.
Prueba de Shapiro-Wilks realizada a los residuos obtenidos del
analisis de varianza a partir de los datos obtenidos de contaminacion.

Variable n Media D.E. W#* p{Unilateral D)
EDUO Callogenesis 80 0,00 0,41 0,892 <0,0001

Debido a que los datos son no paramétricos se aplicd la prueba de Kruskal
Wallis, la que presentd un valor de p<0,0001; indicando que efectivamente existen

diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 16).
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Cuadro 16.
Prueba No parameétrica de Kruskal Wallis, realizada con los datos de
la variable callogénesis.

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H =
Callogenesis T1 20 0,15 0,37 0,00 19,41 <0,0001
Callogenesis T2 20 0,85 0,22 1,00
Callogenesis T3 20 0,35 0,51 1,00
Callogenesis T4 20 0,65 0,49 1,00

Trat. BRanks

T1 23,50 A

T3 35,50 E

T4 43,50 E C

T2 55,50 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05}

El cuadro 16, indica que el tratamiento T2 (1 mg/L de 2,4-D y 0,5 mg/L de 6-
BAP) posee una media de 0,95 y una desviacion estandar de 0,22, confirmando que el
tratamiento 2 es el mejor para el proceso de induccion a callo de los explantes de hoja

con respecto a los otros 3 tratamientos.

También se puede evidenciar mediante el analisis de rangos (Cuadro 16) que
el tratamiento 2 con el valor de rango de 55,50 tiene una diferencia significativa entre
los demas tratamientos y es el mas apto para la induccion de callo en los explantes de

hoja de hortensia.
3.3.2. Oxidacion

Los explantes de hoja de Hortensia (Hydrangea macrophylla) introducidas a
diferentes concentraciones de fitohormonas provocan oxidacion en la muestra vegetal,
por lo que transcurrida las cuatro semanas de siembra, es primordial determinar el
mejor tratamiento; los procedimientos empleados corresponde a los descritos en la

tabla 6 del capitulo anterior.



3.3.2.1.

Luego de cuatro semanas despueés de la introduccién de hojas de hortensia, se
observo la oxidacion de los explantes. En este analisis se pudo observar que el

tratamiento T2 y T3 presentaron menor cantidad de muestras vegetales oxidadas

(Tabla 17).

Tabla 17.

Tabla de contingencia para oxidacion de los explantes de hoja.

Analisis exploratorio de datos

Tratamiento # de explantes # de explantes no
oxidados oxidados
T1 4 16
T2 3 17
T3 3 17
T4 5 15

Se observo una mayor cantidad de explantes oxidados en el medio de cultivo
que tenia una concentracion de 1 mg/L 6-BAP (Tratamiento 4) mientras que los

medios suplementados con 2,4-D presentaron la menor cantidad de explantes

oxidados, como se muestra en la figura 27.
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m Oxidado

= No oxidado

Figura 27. Numero de explantes oxidados y no oxidados en los medios

de cultivo evaluados para la induccion de callo.



3.3.2.2.  Analisis inferencial

Se evalu6 mediante una prueba de ANOVA (Anexo A.3) con un nivel de
significancia del 5% y utilizando la tabla de contingencia 17, si existia relacion entre
la concentracion de las fitohormonas y los explantes oxidados. Realizado el analisis

de varianza, se obtuvo los residuos de dicho estudio, para realizar la gréafica de

distribucion (Figura 28).
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Figura 28. Gréfica de Q-Q plot de los residuos de la

La figura 28, muestra que los datos no siguen una distribucién normal, por lo
tanto los datos analizados son no paramétricos, se comprobo realizando una prueba de
normalidad Shapiro-Wilks modificado (Cuadro 17) donde se observa que el valor de

p es menor que 0,05 rechazando que los datos son paramétricos.

Cuadro 17.

Prueba de Shapiro Wilks realizada a los residuos obtenidos

Variable Oxidacion.

del analisis de varianza a partir de los datos de contaminacion.

Variable n

Media D.E. W= p{nilateral D)

RDUC Cxidacion S0

0,00 0,39 0,55 <0,0001
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Debido a que los datos son no paramétricos se aplico la prueba de Kruskal
Wallis que present6 un valor de p = 0,8275; lo que indica que efectivamente existen
diferencias significativas entre los medios de cultivo evaluados con respecto a la

variable de oxidacion de explantes de hoja (Cuadro 18).

Cuadro 18.
Prueba No Paramétrica de Kruskal Wallis, realizada con los datos
de la variable oxidacion.

Variable Tratamiento W Medias D.E. Medianas H 1]
Cxidacion T1 20 0,20 0,41 0,00 0,41 0,8275
Cxidacion T2 20 0,15 0,37 0,00

Cxidacion T3 20 0,15 0,37 0,00

Cxidacion T4 20 0,25 0,44 0,00

En el cuadro 18, se observa que el tratamiento T2 y T3 poseen una media de
0,15 en porcentaje de explantes oxidados y una desviacion estandar de 0,37; por lo
cual el tratamiento T4 al tener mayor concentracion de 6-BAP, la tasa de oxidacion de

los explantes aumento.

Al analizar los resultados obtenidos en la fase de formacion de callo, el medio
de cultivo con los resultados méas éptimos fue el que estuvo suplementado con 0,5
mg/L de 6-BAP y 1 mg/L de 2,4-D, en el que se indujo la formacion de callo en el
90% de los explantes introducidos. Referente a la oxidacion, este medio también
mostro buenos resultados, donde el 80% de los explantes introducidos no presentaron

oxidacion fendlica.
3.4. Fase IV: Andlisis fitoquimico

Para la identificacion de los principios activos se realizé pruebas cualitativas y

cuantitativas que se describen a continuacion:



3.4.1. Pruebas cualitativas

El analisis fitoquimico cualitativo mostro diferentes resultados dependiendo
del reactivo utilizado. El ensayo se efectudé por triplicado para tener mayor
confiabilidad en cuanto a la informacién del tipo de componentes que poseen las

muestras vegetales de hortensia (Hydrangea macrophylla).

Para el extracto de hoja ex vitro e in vitro se evidencio la presencia de fenoles,
carbohidratos, taninos, alcaloides, terpenoides, alcaloides, flavonoides, terpenos y

esteroides. En el caso de callo de hoja tiene una alta concentracion de carbohidratos y

taninos como se detalla en la Tabla 18.

Tabla 18.

Los resultados del analisis fitoquimico se reportan: (-) negativo (+) poco,

(++) regular, (+++) abundante de las tres muestras (hoja ex vitro,

hoja in vitro y callo de hoja).

Prueba Ex vitro Callo In vitro
Control - - -
Fenoles
Cloruro férrico | +H+ [ i o
Flavonoides

Cloruro de aluminio + - ++

Shinoda ++ - +
Carbohidratos

Molisch + +++ ++

Fehling + 4+ ++
Taninos
Acetato de plomo ++ + 44+
Gelatina ++ + 4+
Alcaloides
Dragendorf ++ - +
Mayer ++ - +
Acido picrico ++ - +
Terpenoides
Salkowski | ++ | + i
Esteroides
Anhidrido acético | ++ | _ Tt
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3.4.2. Pruebas cuantitativas

En esta etapa se midio la cantidad de fenoles, caracter antioxidante y azucares

reductores de las diferentes muestras.
3.4.2.1. Determinaciéon de contenido de Fenoles

El contenido de fenoles de cada muestra se cuantifico usando el reactivo de
Folin-Ciocalteu, en este ensayo se determind la concentracion de fenoles presentes en
cada una de las muestras. Primero se realiz6 la curva de calibracion utilizando como
solucion estandar acido galico y se obtuvo la ecuacion 1, esta sirve para determinar la
concentracion de fenoles totales a partir de regresion lineal de los datos a una

absorbancia de 765 nm. La regresion lineal (Figura 29) tuvo R? = 0,99903

Ecuacion 1.y = —7,7115 x« 107%8x2 + 1,345 « 107 %3x — —0,057

X

1.2; /
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mg/L

Figura 29. Curva de calibracién para la determinacion de fenoles. Eje de
las x (concentracién), eje y (Absorbancias).
Los valores de absorbancia de las muestras de hortensia y las concentraciones
de fenoles totales obtenidas durante la cuantificacion con el reactivo de Folin-

Ciocalteu se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19.
Datos del analisis de la cuantificacion de los fenoles presentes en las diferentes
muestras de hortensia.
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Medicién | Concentracié | Promedio mg fenoles / .
Muestra | (Abs 765 | nhortensia | concentracion | 9 de muestra Desviacion
am) (mg/L) (mg/L) seca estandar
_ 0,401 347
H\‘/’ijt‘:(fx 0,457 390 364,333 9,11 22,679
0,412 356
o 0,428 369
H\?Ijt";‘o'” 0,488 415 388,000 9,7 24,021
0,442 380
0,008 48
Callo6 0,007 48 49,333 1,23 2,309
meses
0,013 52
0,005 47
Callo 1474 551 43 44,667 1,12 2,082
meses
0,002 44

De acuerdo a los resultados en el analisis de fenoles (Figura 30), el extracto que

presenta mayor concentracion es el de hoja in vitro (9,7 mg fenoles/ g de muestra seca),

seguido de la concentracion del extracto de hoja ex vitro (9,11 mg fenoles/ g de

muestra seca), del callo de hoja de 6 meses (1,23 mg fenoles/ g de muestra seca) y

finalmente del callo de hoja de 14 meses (1,12 mg fenoles/ g de muestra seca).

m Promedio concentracion [mg/L]

Promedio concentracion [mg/L]

450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

Hoja ex vitro

364,33

388

Hoja in vitro

Callo 6
meses

49,333

Callo 14
meses

44,667

Figura 30. Cuantificacion de los fenoles presentes en las diferentes muestras
de hortensia.
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3.4.2.2. Determinacion de contenido de caracter antioxidante

El contenido de carécter antioxidante de cada muestra se cuantificé usando la
reaccion con el radical libre DPPH. Primero se realizo la curva de calibracion (Figura

31) donde se obtuvo la ecuacion 2 con un R? = 0,99987

Ecuaciéon 2. y = 10,75903x — 0,057 * 107°2

10 /

08] /
os] -

0} -

| /

0.0%
0.00

0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.10

mg/L

0.01 0.02 0.03 0.04

Figura 31. Curva de calibracién para la determinacion de caracter antioxidante.
Eje de las x (concentracidn), eje y (Absorbancias).

Los valores de absorbancia de las muestras de hortensia y las concentraciones

obtenidas durante la cuantificacion de radicales libres con el reactivo de DPPH se

presentan en la Tabla 20.

Tabla 20.
Datos del analisis de la cuantificacion de fenoles presentes en las muestras de
hortensia.

Absorbancia | Concentracion| DPPH | Promedio | Desviacién
Muestra [A] (mg/L) (%) DPPH estandar
Control hoja 2,925 0,273
15,21
2,48 0,232
Hoja in vitro » 399 0.225 17,98 15,83 1,92
14,29
2,507 0,235




18,39
2,387 0,223
Hoja ex vitro » 348 0.22 19,73 18,56 0,69
18,74
2,377 0,223
Control callo 0,731 0,07 0,00
39,81
0,44 0,043
40,77 39,99 0,70
Callo 6 meses 0,433 0,042
39,40
0,443 0,043
18,06
0,863 0,082
Callo 14 17,10 15,96 2,84
meses 0,856 0,081
12,72
0,824 0,078

63

La tabla de resultados, demuestra que el extracto de callo de 6 meses reduce

una buena concentracion del radical libre DPPH, mientras que el resto de extractos no

disminuyen de la misma manera como se indica en la figura 32.

Figura 32. Reduccién de la concentracién de radical DPPH.
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Figura 33. Porcentaje de reduccion de la concentracion de radical DPPH.

El extracto de callo de 6 meses redujo la concentracion de radical DPPH en
39,99% (Figura 33), esto demuestra la alta capacidad de capturar radicales libres. Sin
embargo, los hidrolizados de hoja ex vitro y hoja in vitro si bien presentan una alta
cantidad de fenoles tienen la capacidad de capturar radicales libres en un menor
porcentaje. Es decir que no existe una relacién directa entre los compuestos fendlicos
y la capacidad antioxidante o la capacidad de captar radicales libres o a su vez pueden
existir en los callos otros compuestos que no son fenoles pero que pueden contribuir
con la capacidad antioxidante.

3.4.2.3. Determinacion de azUcares reductores

El contenido de azUcares reductores de cada muestra se cuantificd usando el
método DNS. Primero se realiz6 la curva de calibracion donde se obtuvo la ecuacion
3 con un R? = 0,99508 (Figura 34).

Ecuacion 3. y = 0,5279572x
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Figura 34. Curva de calibracion de la determinacion de azucares reductores.
Eje de las x (concentracidn), eje y (Absorbancias).
Los valores de absorbancia de las muestras de hortensia y las concentraciones
obtenidas durante la cuantificacion con el reactivo DNS se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21.
Datos del anélisis de la cuantificacion de los azUcares reductores presentes en
las diferentes muestras de hortensia.

Muestra Absorbancia | Concentracion Promedio Desviacion
[A] de azUcares | concentracion | estandar
reductores azucares
[mmol/L] reductores
[mmol/L]
Hoja ex vitro 0,35 0,66 0,68 0,035
0,349 0,66
0,38 0,72
Hoja in vitro 0,348 0,66 0,70 0,066
0,411 0,78
0,352 0,67
Callo 6 meses 0,178 0,34 0,34 0,006
0,184 0,35
0,182 0,34




Callo 14
meses

0,029 0,06
0,035 0,07
0,056 0,11

0,08

0,026
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De acuerdo a los resultados en el analisis de azUcares reductores (Figura 35), el

extracto que presenta mayor concentracion es el de hoja in vitro (0,70 mmol/L),

seguido de la concentracion del extracto de hoja ex vitro (0,68 mmol/L), del callo de

hoja de 6 meses (0,006 mmol/L) y finalmente del callo de hoja de 14 meses (0,08

Callo 14
meses

mmol/L).

= Promedio concentracion

Figura 35. Concentracion de los azicares reductores en las diferentes
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CAPITULO 4

4. DISCUSION

Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser. cominmente conocida como hortensia,
es una especie vegetal distinguida por sus caracteristicas atrayentes; ya que posee una
cabeza floral enorme con vistosos colores. La propagacion de hortensia es por semillas
0 estacas y cada método ha presentado inconvenientes: las semillas de la planta varian
y no permiten la propagacion deseada; en cambio la multiplicacion por esquejes es
lenta y carece de buena ramificacion basal (Sebastidn & Heuser, 1987). El cultivo in
vitro de esta especie se considera como una importante opcién para lograr una mejor
seleccion, cruzamiento, control de enfermedades y produccion en masa de esta especie
(Calva, 2005).

Sin embargo, en el Ecuador existen muy pocos estudios realizados en hortensia
y relacionados a la biotecnologia vegetal, la bibliografia indica que existen
investigaciones enfocadas al cultivo in vitro de esta especie, debido a sus propiedades
ornamentales pero sus caracteristicas fitoquimicas por medio de métodos
biotecnolégicos ain no han sido exploradas especialmente en el contexto de

comparacion entre in vitro e in vivo.

El tratamiento fitosanitario cumple un rol fundamental para el establecimiento
in vitro de hortensia ya que en esta fase se selecciona la planta donadora; es decir,
aquella especie que no presente dafios causados por plagas y diversas enfermedades.
La correcta seleccion de la planta madre es uno de los componentes principales para
el éxito del cultivo in vitro (Alonso, 2002). Segun Davila (2011), el tratamiento previo
a la desinfeccion disminuye el porcentaje de contaminacién al momento de la

introduccion.

Las plantas madre de hortensia fueron mantenidas en invernadero bajo
condiciones controladas. Segun Abdelnour (1994) las especies vegetales que se
desarrollan en invernadero tienen mejores caracteristicas que las que se mantienen en

campo. Ademas, las muestras vegetales fueron sometidas a un tratamiento fitosanitario
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con la aplicacion de Phyton, fungicida/bactericida sistémico cuyo principio activo es

el sulfato de cobre pentahidratado, que inhibe el crecimiento micelial.

Cada una de las aplicaciones de los fungicidas y bactericidas se realiz6 en
horarios de 7:00 am y 5:00 pm donde la temperatura ambiental es baja; esto permite
tener los estomas de la planta abiertos y un estado activo de intercambio foliar
(Hikosaka, 2005). Ademas, para disminuir la oxidacion de compuestos fendlicos se
tomo en cuenta la edad del material vegetal, por lo tanto se utilizé explantes jovenes
con el objetivo de reducir la concentracién de fenoles excretados por la planta al
momento de realizar los cortes y la siembra de los mismos. Villalobos (1980) dice que
los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento activas tienen un

mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas 0 yemas en reposo.

Por esta razén, la seleccion del explante es el primer paso en el desarrollo de
investigaciones en el cultivo in vitro. En este trabajo se utilizaron dos tipos de
explantes; hojas y yemas; debido a que se han realizado estudios que exponen que
estas muestras vegetales tienen mayor concentracion de principios activos que en el
resto de la planta (Ishih et al., 2003).

Ademas, el tamafio del explante es un factor importante que influye en la
desinfeccion y regeneracion de las plantas; a medida que el explante es mas pequefio
es menor el riesgo de contaminacion y mas dificil sera la regeneracion, mientras que
con el aumento del tamafio del explante, mayor es el peligro de contaminacién y mas
rapido es el crecimiento y la regeneracion de la planta (Abdelnour et al., 1994). El
tamario promedio de los explantes obtenidos de las yemas de hortensia fue de 3a 4 cm
y en hojas de 1 cm, estos tamafios fueron los adecuados; ya que permitid el

establecimiento del cultivo in vitro.
4.1. FASE I: Desinfeccion de las muestras vegetales

La técnica del cultivo in vitro se fundamenta en la obtencidn de un explante
aislado, libre de contaminacion, sembrado en un medio de cultivo que aporte con los

nutrimentos necesarios para el desarrollo de la planta (Roca & Mroginski, 1993). Es
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por esto que la presente investigacion busca un método optimo de desinfeccion para

los explantes previamente seleccionados.

En la fase de desinfeccion, se modificé un protocolo propuesto por Orozco
(2012) para explantes de yema, de igual manera para muestras vegetales de hoja
usando el protocolo presentado por Liu (2010). Inicialmente se realizd lavados con
agua corriente; ya que Pierik (1990) indica que ayuda a disminuir la contaminacion
externa. De la misma forma se usO detergente al 1%; porque se considera que un
tensoactivo ayuda a eliminar la suciedad de una superficie; ademas, puede tener accion
germicida y antiséptica (Vera, 2004). Despues, la utilizacion de un fungicida cuyo
principio activo es el sulfato de cobre fue de gran importancia en la desinfeccion,
debido a que este convierte las moléculas de cobre en absorbibles por el follaje y las
transporta de manera sistémica a los tejidos de toda la planta y de esta manera le
proporciona una proteccién efectiva contra hongos y bacterias (Edifarm, 2016).
Durante la introduccion de los explantes existia contaminacion bacteriana para esto se
afiadié al protocolo alcohol al 70%. Rodriguez (2004) sefiala que esta concentracién

es dptima por su actividad bactericida.

Se experiment6 con diferentes soluciones de hipoclorito de sodio variando
concentraciones y tiempos de inmersidn, se escogid usar este compuesto porque; es el
mas usado, por su efectividad, facil acceso y uso (Roca & Mroginski, 1993). Las
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) debian causar la muerte de agentes
patdgenos y a su vez causar el menor dafio posible al explante como sefiala Chawla
(2002). En la presente investigacion se observo que la concentracion de hipoclorito de
sodio (NaClO) es inversamente proporcional a la contaminacion; es decir si la
concentracion de NaClO aumenta el porcentaje de explantes no contaminados
aumenta, lo que se verifica con los estudios realizados por Abdelnour & Escalant
(1994). La concentracion de hipoclorito de sodio (NaClO) influye directamente en el
nivel de contaminacién mas no en el tiempo de inmersion. Los datos revelan que la
concentracion de 1,5 % para hojas y 3,5 % para yemas generan un mayor numero de
explantes no contaminados por lo que estas concentraciones son tomadas como

Optimas para la eliminacion de agentes patdgenos.
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En cambio, al analizar la variable oxidacion andlisis anteriores muestran que a
mayor concentracion, mayor oxidacion existe, porque este compuesto produce estres
fisiologico por ser un componente oxidante para las plantas (Vera, 2004). Los
resultados obtenidos no mostraron una diferencia significativa por lo que se elige el

mejor tratamiento tomando en cuenta el nivel de contaminacion.

El tiempo de inmersion de los explantes fue la Gltima variable que influyd
directamente en los resultados, logrando que en un tiempo de cinco minutos a una
concentracion de 1,5 % para hojas y 3,5% para yemas fuera el tiempo 6ptimo para el
desarrollo del protocolo; ya que se obtuvo como mejores resultados un 10-15 % de

contaminacion fangica y bacteriana en los explantes sembrados.

Como se evidencid la presencia de bacterias enddgenas en los explantes
después de 30 dias y segin Cassells (1996), este tipo de patdgenos se hacen presentes
después de un largo tiempo de incubacion, se incluyd cloruro de mercurio y antibidtico
en el método de desinfeccion. De esta manera, se mejoré el protocolo de saneamiento;
ya que el cloruro de mercurio es capaz de esterilizar muestras vegetales de manera
enddgena, pero si se usa en altas concentraciones, este puede ser toxico para la misma
(Issa, 2003). En la investigacion realizada por Orozco (2012), se utilizé la cefatoxima
(1 mg/L) aplicado al medio de cultivo y se obtuvieron resultados favorables para la
multiplicacién de la Hortensia; en este estudio se realizaron lavados con el

medicamento a la misma concentracion anteriormente mencionada.

Se tom6 medidas preventivas contra la contaminacion, una de ellas fue realizar
un cambio peridédico de medio de cultivo; debido que al realizar este cambio la
cantidad de explantes contaminados se reducia notablemente en relacion con los
explantes que no eran cambiados. Los cambios periodicos de medio a los explantes,
ya sea cada 7 0 15 dias ayuda a que la bacteria enddgena no se exprese (Cassells et al.,
1996).

Este protocolo de desinfeccion es efectivo porque cumple con una
contaminacion del 12,5% que segun Cruzat (2010) debe ser menor al 16,6 %. Ademas,

el lograr un equilibrio entre la contaminacion y la oxidaciéon hace que los explantes
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sean viables; ya que ayuda a la supervivencia y la capacidad de generacion de
estructuras (Roca & Mroginski, 1993).

4.2. FASE II: Introduccion y multiplicacion de brotes a partir de yemas

En esta etapa se buscé obtener el mayor nimero de brotes por explante y por
tratamiento utilizando diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP).
Orozco (2012) en su investigacion experimenta con varias concentraciones de

citoquininas con el fin de estimular la formacion de nuevos brotes.

Ademas, Se evalud la presencia/ausencia y la cantidad de brotes por explante
y por tratamiento; para ello se utilizd diferentes concentraciones de 6-
bencilaminopurina (6-BAP) en un medio MS (Murashige & Skoog) modificado con
Vitaminas de Gamborg. Mediante el anélisis estadistico se demostro que las variables
estudiadas dependieron de la concentracion de citoquinina utilizada; ya que se obtuvo
un 95 % de brotacion a una concentracion de 4 mg/L de 6-BAP a los 45 dias de

evaluacion.

El 6-BAP es una fitohormona que presenta resultados propicios en la
organogénesis (Abdelnour et al., 1999) debido a que inducen a que se expresen otras
hormonas que se encuentran dentro del explante (Bonga, 1984). Sin embargo, la
concentracion de 6-BAP va a depender de la especie en estudio, la constitucién
genética de la planta, la edad de la planta madre y de las condiciones presentadas en el
medio (Ramirez & Salazar, 1998).

Al tener un balance entre auxinas y citoquininas, la proliferacién de los brotes
tiene un alto nivel (Orellana, 1998). Por otra parte, al obtener un alto porcentaje de
brotes sin la necesidad de usar auxinas en el medio, sugiere que la Hortensia tiene una
produccion interna de auxinas, lo cual es confirmado por Schmulling (2004), quien
indica que las plantas lefiosas conservan concentraciones enddgenas de hormonas, es
por esto que algunas especies necesitan pocas 0 nulas cantidades de hormonas en el

medio de cultivo.
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4.3. Fase Ill: Induccidn de callos a partir de secciones de hojas

La importancia de formar células indiferenciadas (callos) radica en que estos
resultados pueden ser aprovechados para la produccion de metabolitos secundarios,
realizar estudios fisiologicos y bioquimicos. En este trabajo se evidencid que la
aplicacion de auxinas en el medio (2,4-D) en una concentracion de 1 mg/L genera
mayor cantidad de callo respecto a los otros tratamientos estudiados. ElI 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) ha sido utilizado como herbicida para controlar la
maleza; ademas, se usa como auxina para inducir a callo y una alta concentracién de

este componente puede inhibir el crecimiento del mismo (Zhang et al., 2001).

La primera variable que se evalud en este trabajo es la ausencia o presencia de
células indiferenciadas, donde se pudo evidenciar que para la variedad de hortensia
utilizada, la concentracion tanto de 2,4-D (1 mg/L) como de BAP (0,5 mg/L) dio
buenos resultados para la obtencion de callo. Existen autores que han usado
citoguininas en bajas concentraciones junto con las auxinas, obteniendo buenos
resultados en la regeneracion de callos (Vifias & Jimenez, 2011). El balance entre
auxinas y citocinas es un factor importante no solo en la induccion a callo sino también

para la proliferacion de brotes en la organogénesis (Samson et al., 2006).

La segunda variable evaluada es la oxidacion u oscurecimiento de los explantes
de hoja cultivados in vitro, la fenolizacion es catalizada por la enzima polifenol oxidasa
(PPO) que origina quinonas llamado también como pardeamiento enzimatico, las
mismas que son muy reactivas, genera dafio e incluso la muerte celular (Azofeifa,
2009). La evaluacion de oxidacion tuvo buenos resultados, donde el 80 % de los
explantes introducidos no presentaron oxidacion fendlica. Esta variable fue evaluada
por observacion donde la coloracién de este tejido varid, ya que algunos callos
presentaban pigmentacion, mientras otros tenian tonalidades blancas y cafés. El tipo
y grado de pigmentacion es influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se
revela por la presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, entre otros pigmentos
(Perez et al., 2000).
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4.4. Fase IV: Fitoquimica

Desde la antigliedad, las especies del género Hydrangea solo han sido
utilizadas con fines ornamentales, con el avance de la ciencia y la tecnologia se han
analizado, identificado y caracterizado los principios activos de la hortensia, donde se
puede considerar que tiene, propiedades farmacologicas como: antimalarico (Ishih et
al., 2003), antialérgico (Mastuda et al., 2002), antifungico (Yang et al., 2002),
antidiabético (Zhang et al., 2009), anticoccidial, antihipercolesterolémico y
antioxidantes (Kim et al., 2009).

La obtencion de productos terapéuticos se ha convertido en una tendencia
mundial; ya que los compuestos farmacoldgicos que poseen las plantas ayudan a
solucionar diferentes estados patolégicos de salud, por tal motivo es importante
conocer su composicion fitoquimica entre muestras in vitro y ex vitro para en un futuro

seleccionar los especimenes apropiados para el desarrollo de farmacos.

El aislamiento de sustancias naturales vegetales derivadas de la sintesis de los
compuestos, usa un método de extraccion liquido-solido (Avila, 2001). En esta
investigacion se utilizd este método, macerando las muestras vegetales de hortensia en
metanol. Della (2009) sugiere mantener las muestras en constante agitacion y sin
exposicion directa a la luz para obtener mejores resultados al momento de identificar
los metabolitos secundarios, es por esto que se mantuvo las muestras en oscuridad por
24 horas.

El screening fitoquimico se baso, en realizar distintas pruebas de identificacion
para determinar: alcaloides, terpenos, carbohidratos, fenoles, taninos, flavonoides y
esteroides. La marcha fitoquimica es el primer paso al momento de determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos constituyentes de la especie en
estudio, se usa solventes apropiados y se aplica reacciones de coloracion y
precipitacion (Swain, 2003). A partir de estos resultados se puede orientar la extraccion

y fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de interés.

Estudios desarrollados por Ujihara (1995) reporta varios componentes

fitoquimicos en la hortensia, entre los que se describen: flavonoides (isocumarina);
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ademas se han encontrado una variedad de compuestos fendlicos que posee la
hortensia y las diversas funciones bioldgicas que indican la posibilidad de tener
actividad farmacoldgica (Taha, 2003). De igual manera estos compuestos se
obtuvieron experimentalmente en la presente investigacion, cuyos analisis revelaron
que en el extracto de hoja ex vitro e in vitro existia presencia de fenoles, carbohidratos,
taninos, alcaloides, terpenoides, alcaloides, flavonoides, terpenos y esteroides y el
callo de hoja presentd una alta concentracion de carbohidratos y taninos. Esta
investigacion es el primer screening fitoquimico comparativo por lo que se considera

un estudio pionero en el analisis cualitativo tanto a nivel in vitro como ex vitro.

La caracterizacién de los compuestos fendlicos mostré que en los cuatro
extractos de hojas de hortensia existia una concentracion de fenoles y confirmaron los
estudios realizados por Dulac (2009), donde identifico cerca de 50 derivados fenolicos,
flavonoides (quercetina y esencialmente kaempferol) y 20 antocianinas. La
concentracion de fenoles fue dependiente del tipo de muestra; ya que ésta tuvo una
variacion entre 388 mg/L y 44,667 mg/L, siendo el callo de 14 meses el que menor
concentracion tuvo; porque en él actian enzimas oxidasas y la muestra tiene un mayor

oscurecimiento.

El extracto de callo de 6 meses redujo la concentracion de radical DPPH en
39,99 %, esto demuestra que posee la capacidad de capturar radicales libres,
confirmando el estudio en hojas ex vitro por Kim et al., (2009) que estudia la actividad
antioxidante de la hortensia. Ademas, en el callo pueden existir compuestos polares
que no son fenoles y por eso la actividad antioxidante es mayor. Sin embargo, los
hidrolizados de hoja ex vitro y hoja in vitro si bien presentan una alta cantidad de
fenoles no tienen la capacidad de capturar radicales libres en un gran porcentaje.
Fratianni et al., (2007) concluye que cuando no existe correlacion entre la
concentracion de fenoles y la actividad antioxidante puede deberse a factores como:
interaccidén con otras moléculas, condiciones del medio en que se encuentren los
extractos o que el tratamiento con metanol no es el adecuado para elaborar un extracto

con propiedades antioxidantes.
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De acuerdo a los resultados en el analisis de azucares reductores, el extracto
que presenta mayor concentracion es el de hoja in vitro (0,70 mmol/L), seguido de la
concentracion del extracto de hoja ex vitro (0,68 mmol/L), callo de hoja de 6 meses
(0,006 mmol/L) y finalmente del callo de hoja de 14 meses (0,08 mmol/L). Segun
Pagter (2011) existen varios tipos de carbohidratos presentes en la hortensia como:
maltosa, glucosa, fructuosa y sucrosa encontrados en los tejidos de la corteza vy el
xilema de la planta y su concentracion varia de acuerdo a la estacion del afio, lo que

corrobora los datos obtenidos en la presente investigacion.

La variacion del callo en su aspecto general depende del tejido madre, la edad
del callo y las condiciones de crecimiento a las que se mantenga (Gonzalez et
al.,2000). Al comparar la concentracion de fenoles, la actividad antioxidante y los
azUcares reductores entre el callo de 6 meses y el de 14 meses; se puede decir que

mientras mas tiempo se mantiene el callo, menor va a ser sus propiedades fitoquimicas.

En la presente investigacion se consiguio analizar los principios activos de la
hortensia (Hydrangea macrophylla) mediante el uso del cultivo in vitro y se compar6
con las plantas cultivadas en condiciones ex vitro; se evalué la caracterizacion
fitoquimica, y se comparo6 las concentraciones fenolicas, antioxidantes y azucares
reductores. Con este ensayo, se pretende comprobar la aplicabilidad de la técnica de
cultivo in vitro para la cuantificacién y produccion de metabolitos secundarios;
ademas, esta planta podria ser utilizada en la preparacién de bebidas energéticas y
como edulcorante especialmente para diabéticos.

CAPITULO5

5. CONCLUSIONES

1. El presente estudio generd excelentes resultados al desarrollar la etapa inicial
de una nueva herramienta del cultivo in vitro de hortensia. Gracias a esto, se
realizd la caracterizacion fitoquimica comparativa, y se evalué las

concentraciones fendlicas, antioxidantes y azUcares reductores.



no

76

Los mejores tratamientos de desinfeccion de explantes fueron aquellos a los
que se les sometié a una solucion de hipoclorito de sodio al 1,5 % v/v para
hojas y 3,5 % v/v para yemas con 5 minutos de inmersion. Ademas, se observo

que estos tratamientos presentaron bajo indice de oxidacion fendlica.

El mejor tratamiento para la generacion de brotes en Hortensia fue el
tratamiento T3 consistio en la adicion de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) a una

concentracion de 4 mg/L al medio de cultivo.

La auxina 2,4-D resultd beneficiosa en la induccion del callo de hoja de
Hortensia. EI mejor tratamiento para la induccion y obtencion de callo fue el
Tratamiento T2 (0,5 mg/L BAP y 1 mg/L 2,4-D); ya que a los 30 dias generd

gran crecimiento de callo que cubria la mayoria de la superficie de la hoja.

Por medio de tamizaje fitoquimico se identificd abundante presencia de
fenoles, carbohidratos, taninos, alcaloides, terpenoides, alcaloides,
flavonoides, terpenos y esteroides en el extracto metandlico.

La caracterizacion cuantitativa (Folin-Ciocalteu) demostré que los extractos de
hoja de hortensia contienen compuestos fendlicos en su composicién, siendo
la muestra de hoja in vitro la que mayor concentracion de fenoles presenté en

mg/L.

El extracto de callo de 6 meses redujo la concentracién de radical DPPH en
39,99 %, demostrando que posee una buena capacidad de capturar radicales

libres.

De acuerdo a los resultados en el anélisis de azUcares reductores, el extracto
que presenta mayor concentracion es el de hoja in vitro (0,70 mmol/L). Lo que
indica que esta planta podria ser utilizada en la preparacion de bebidas

energéticas y como edulcorante.

No existe correlacion entre la concentracion de fenoles y la capacidad de

reducir la concentracion del radical libre DPPH; ya que esta actividad también
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depende de interaccion con otras moléculas de diferente polaridad, asi como

de condiciones del medio en que se encuentren los extractos.

CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

1. Es necesario que se continde con el estudio de los metabolitos secundarios
de Hortensia a nivel de callo; ya que tiene moléculas con capacidad de
endulzar sin que genere problemas como los azlcares normales. Ademas,
se podria probar el uso de elicitores para evaluar y comparar la

concentracion de metabolitos secundarios producidos por el callo.
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Teniendo en cuenta las concentraciones de hormonas tanto para la
organogénesis directa como para callogénesis, se deberia probar diferentes

medios de cultivo para optimizar el protocolo del cultivo in vitro.

La identificacion de la bacteria enddgena que afecta a la Hortensia se la
podria realizar técnicas moleculares, transformacion bacteriana,
identificacion y aislamiento de sus genes para aprovechar esta bacteria y
aumentar las bondades que tiene esta especie.

Se debe retirar los explantes del medio de cultivo en un periodo maximo de

21 dias para evitar que la bacteria enddgena se exprese.

Existen varios métodos de extraccion para determinar fenoles, actividad
antioxidante y azUcares reductores, sin embargo es importante estandarizar

un protocolo para Hortensia.

Evaluar la actividad antioxidante por otros métodos, por ejemplo LDL, que
es una prueba de oxidacién que sirve para determinar la funcion fisiologica

de la muestra.
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