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RESUMEN

Muchas enfermedades estan asociadas con el estrés oxidativo causado por los radicales
libres, Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. es una planta utilizada en la medicina tradicional
para el tratamiento de diferentes enfermedades de tipo inflamatorias, respiratorias y
cronico degenerativas. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de las
combinaciones in vitro del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el 6
bencilaminopurina (6 BAP) sobre la induccion de callo y analizar el contenido de
fenoles y la capacidad antioxidante de explantes in vivo e in vitro. El contenido fendlico
se determind por el método Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante por el método de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). En la evaluacion del porcentaje a callo se obtuvo
un 100% con la combinacion de 1 mg/L de 2,4-D y 0,5 mg/L de 6 BAP, mientras que en
ausencia de reguladores de crecimiento no hubo presencia de callo. El extracto de hoja
in vivo produjo 56,35 mg fenoles/g muestra, la hoja in vitro 32,34 mg fenoles/g muestra,
y el callo de 42 dias 0,59 mg fenoles/g muestra. La evaluacién de la capacidad
antioxidante del extracto de hoja in vivo redujo la concentracion de radicales libres
DPPH en un 77,70%, la hoja in vitro un 69% vy el callo de 42 dias un 2,80%;
demostrando que las hojas K. pinnata podrian ser una fuente potencial de antioxidantes

naturales y prevenir enfermedades inducidas por el estrés oxidativo.

Palabras claves:

e Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers,

e 24-D

e 6BAP

e METODO FOLIN-CIOCALTEU
e METODO DE DPPH
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ABSTRACT

Many diseases are associated with oxidative stress caused by free radicals, Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers. is a plant used in the traditional medicine for the treatment of
different diseases of type inflammatory, respiratory and chronic degenerative. The aim
of this study was to evaluate the effects of in vitro combinations of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 6-benzylaminopurine (6 BAP) on callus
induction and to analyze phenols content and capacity antioxidant of explants in vivo
and in vitro. The phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method and
the antioxidant activity by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhyyl) method. In the
evaluation of the callus percentage, 100% was obtained with the combination of 1 mg /
L of 2,4-D and 0,5 mg / L of 6 BAP, whereas in the absence of growth regulators there
was no presence of callus. Extract in vivo leaf yielded 56.35 mg phenols/g sample, in
vitro leaf 32.34 mg phenols/g sample, and callus 42 days 0.59 mg phenols/g sample.
Evaluation of the antioxidant capacity of in vivo leaf extract reduced the concentration of
radical DPPH by 77,70%, leaf in vitro 69% and callus 42 days 2,80%; Demonstrating
that leaves of K. pinnata could be a potential source of natural antioxidants and
preventing diseases induced by oxidative stress.

Palabras clave:

e Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.,
e 24-D

e 6-BAP

e FOLIN-CIOCALTEU METHOD
e DPPH METHOD.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.  Formulacion del problema

La utilizacion excesiva de plantas para la formulacién de fitofarmacos, ejercen
presion sobre la necesidad de una mayor biomasa en un corto periodo de tiempo, siendo
esta una desventaja considerable, por las dificultades en la extraccion y costos (Philips &
Gamborg, 2005). Amenazando su habitat natural y provocando que muchas especies se
vean amenazadas por lo que el uso de herramientas biotecnolégicas son una alternativa
debido a que el cultivo in vitro permite obtener el cultivo masivo o produccion de estos

compuestos mediante diferentes técnicas (Nayvi & Jiménez, 2011).

Las plantas superiores sintetizan una gran cantidad de metabolitos secundarios,
cumpliendo funciones que no resultan vitales en los tejidos, ni estan involucradas en el
crecimiento y desarrollo. Muchos de ellos son aprovechados por la planta ya sea;
teniendo funciones especificas como: atrayentes o repelentes de insectos y otros
polinizadores, o como defensa contra diferentes patdgenos, teniendo una distribucion
restringida a fases especificas de desarrollo y a periodos de estrés causados por la
deficiencia de nutrientes, factores ambientales o por el ataque de microorganismos
(Nayvi & Jiménez, 2011; Ringuelet & Vifia, 2013).

Los metabolitos secundarios se dividen de acuerdo a su naturaleza quimica en tres
grupos: compuestos fendlicos, terpenos y compuestos nitrogenados (Buchanan, et al.,
2000). Las moléculas fendlicas constituyen una de las principales clases, se encuentran
localizadas en todas las partes de las plantas con una concentracion variable a lo largo

del ciclo vegetativo y poseen muchas funciones entre ellas se destacan las propiedades
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antioxidantes e antiinflamatorias (De Souza Dos Santos, et al., 2011; Pattewar, 2012;
Ferraro, et al., 2012).

Los antioxidantes protegen a las células contra los efectos dafiinos de las especies
reactivas del oxigeno (ROS); siendo el exceso de estos una de las causas de mayor
incidencia de enfermedades degenerativas como el cancer, enfermedades cardiacas,
disfuncion cerebral, inflamaciones, aceleracion del envejecimiento celular entre otras
ademas que el ser humano esta expuesto de forma directa o indirecta a elementos que
crean radicales libres como la polucion industrial, radiacién, alimentos, tabaco, aditivos
quimicos en alimentos procesados y pesticidas (Loor & Mifio, 2012; Guimet, 2012;
Bhatti, et al., 2012).

1.2. Justificacion

Las plantas superiores sintetizan una gran variedad de compuestos quimicos, los
cuales han sido utilizados en la medicina tradicional desde la antigliedad. (Pérez, et al.,
2015). Los metabolitos secundarios son usados en la industria farmacéutica, alimenticia,
cosmeética y como fuentes de sustancias de interés agroquimico. Se estima que existen
aproximadamente 100.000 metabolitos producidos por las plantas, donde la mayoria

posee actividad bioldgica (Arias & Ordaz, 2011; Nayvi & Jiménez, 2011).

En los ultimos afios se ha demostrado que estos juegan un papel importante en la
adaptacion de la planta a su medio ambiente, pero también representan una fuente
importante de farmacos activos (Nayvi & Jiménez, 2011). Dentro de este grupo se
encuentran los fenoles o compuestos fendlicos, que se caracterizan porque se oxidan con
mucha facilidad, confiriéndoles la cualidad antioxidante, siendo importantes debido a su
valor nutricional y propiedades terapéuticas que ayudan a prevenir, aliviar o curar

enfermedades, debido a que tienen una diversidad de actividades bioquimicas, entre ellas
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la inhibicion de especies reactivas de oxigeno (ROS), eliminacion directa o indirecta de
los radicales libres, y la alteracion del potencial redox intracelular, teniendo ventajas

efectivas para combatir enfermedades (Cordell, 2003; Arash, et al., 2015).

Diversos autores han aislado e identificado los constituyentes quimicos del género
Kalanchoe los cuales pueden ser clasificados en alcaloides, compuestos fendlicos,
flavonoides, saponinas, quinonas, esteroides, antocianinas, bufadiendlidos y lipidos
(Kamboj & Saluja, 2009; Cabrera, et al., 2011; Rajsekhar, et al.,2016). Estudios en
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers destacan compuestos como: los bufadiendlidos
compuestos muy activos considerados como cardiotonicos y que actiian como un potente
citotoxico inhibiendo el crecimiento de células cancerigenas e impidiendo la
proliferacion de linfocitos entre ellos la Briofilina A y Briofilina B (Devbhuti, et al.,
2012; Mahata et al., 2012), la quercetina un flavonoide que tiene actividad anti-
leishmania, utiliza también en problemas alérgicos e inflamatorios y por su efecto
antioxidante (Muzitano, et al., 2006; Muzitano, et al., 2009; Ferraro, et al., 2012) y el
escualeno que posee actividades antioxidantes y anticancerigenas (Sharadanand, 2015).

Esto hace que el estudio de los metabolitos presentes en las plantas sea un enorme
reto, de ahi la necesidad de utilizar diversas tecnologias para su produccion,
caracterizacion e identificacion siendo el cultivo in vitro una alternativa para el
desarrollo de fitofarmacos, debido a la rapida, eficiente produccién y extraccion a partir
de cultivo de células o de 6rganos (Zabala, et al.,2008), evitando barreras que impidan la
obtencion de dichos compuestos de forma pura, como es el caso de la interferencia de la
clorofila en la extraccion a partir de hojas de cultivo in vivo, permitiendo obtener
productos con mas eficiencia y en menor tiempo comparados con los métodos

tradicionales (Nayvi & Jimenez, 2011).

Con este trabajo de investigacion se pretende generar nuevos conocimientos y
comprobar la aplicabilidad de la técnica de cultivo in vitro, para la cuantificacion y
produccién de metabolitos secundarios de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., mediante

cultivo de células y que se proyecten como potenciales fitofarmacos.



1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Obtener callo in vitro a partir de explantes de hoja del aire (Kalanchoe pinnata) para

determinar su contenido de fenoles y capacidad antioxidante.

1.3.2. Objetivos especificos

e Establecer un protocolo de desinfeccion adecuado para la introduccion in vitro de

explantes de hoja del aire (Kalanchoe pinnata).

e Seleccionar un medio de cultivo con la adecuada concentraciéon de reguladores de

crecimiento que permitan la formacién de callo de hoja del aire (Kalanchoe pinnata).

e Analizar el contenido de fenoles y caracter antioxidante in vivo e in vitro a partir de

explantes de hoja y callo.

1.4. Marco teérico

1.4.1. Hoja del aire (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers)

1.4.1.1. Origeny distribucion

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., también es conocida con otros nombres sinGnimos:

**Bryophyllum pinnatum (Lam.) Asch. & Schweinf, o **Bryophyllum pinnatum (Lam.)
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Kurz, Bryophyllum calycinum Salisb, segin la base de datos del Jardin Boténico de
Missouri, (2016).

Es una planta nativa de Africa Tropical y Madagascar, e introducida y naturalizada en
los tropicos americanos, esta presente en Ecuador, Colombia, Bolivia, Venezuela y

Panama (Villamizar, et al., 2014).

Conocida como hoja del aire, hoja de bruja, hoja de la vida, siempreviva, inmortal,
flor de aire o prodigiosa (Villamizar, et al., 2014; Sharadanand & Subhash, 2015).

1.4.1.2. Clasificacion taxondmica

La especie Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. se clasifica taxondmicamente segun
Strasburger, et al., (1994) y USDA, (2005) de la siguiente forma:

e Superreino  Eukaryota

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta/Planta con flores
e Clase: Magnoliopsida/Dicotiledonea

e Subclase: Rosidae

e Orden: Saxifragales

e Familia: Crassulaceae

e Género: Kalanchoe

e Seccion: Bryophyllum

e Especie: Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.



1.4.1.3. Caracteristicas Morfoldgicas

La hoja del aire es una planta suculenta perenne, que crece de 30 a 150 centimetros de
altura, tiene tallos huecos y hojas carnosas de color verde oscuro que son claramente
onduladas y adornadas en rojo; sus flores estan agrupadas en paniculas terminales y
pueden ser de color verdoso, amarillento o rojizo; la corola es campanulada y rojiza, con
cuatro lébulos, con estambres en dos series de cuatro semillas numerosas (Barajas, et al.,
2014; Gonzélez, 2015).

Figura 1. Hoja del aire - Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Fuente (Barajas, et al., 2014).



1.4.1.4. Ecologia

Su hébitat natural incluye selvas altas perennifolias, selvas bajas caducifolias y
bosques mesofilos, habita en climas calidos, semicalidos y templados desde el nivel del
mar hasta los 2600 m (Kamboj & Saluja, 2009).

Se adaptan al sol como a la sombra, al exterior o al interior, no soportan las heladas ni
fuertes vientos, en invierno hay que protegerlas o mantenerlas dentro de la casa, ademas
tiene la particularidad de limpiar el aire, no consume oxigeno, sino que lo produce
(Barajas, et al., 2014).

Tiene la capacidad de soportar periodos largos sin agua y su excepcional
reproduccion vegetativa la vuelven una planta altamente competitiva y potencial
invasora, ya que este género presenta algunas adaptaciones a climas célidos, aridos o
templados; debido a la apertura nocturna de los estomas, que permanecen cerrados
durante el dia, reduciendo la pérdida de agua, mediante el metabolismo acido de las
crasulaceas (CAM), siendo la ventaja del mecanismo que las plantas durante las horas
calientes mantienen sus estomas cerrados, por ello se reduce considerablemente la
disponibilidad de agua (Jaiswal & Sawhney, 2008; Geydan & Melgarejo, 2005;
Gonzélez, 2015).

Su reproduccion sexual se realiza mediante la formacion de flores y semillas, de cada
una de sus flores se liberan semillas de un milimetro aproximadamente, cada flor puede
producir hasta 900 semillas que son facilmente dispersadas por el viento, lluvia o
transportadas por animales (Jaiswal & Sawhney, 2008; Barajas, et al., 2014; Gonzélez,
2015).

Su reproduccién asexual y la mas habitual de esta especie es la propagacion mediante
esquejes o por plantulas que nacen de las mismas hojas (de sus bordes); debido a que, en
los margenes de cada una de las hojas, existen meristemos no diferenciados en donde

nuevas plantulas se desarrollan. Las hojas que caen pueden crecer en agua o en tierra 'y
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tener una rapida formacion de brotes que nacen de los bordes de las mismas como se
observa en figura 2 (Jaiswal & Sawhney, 2008; Barajas, et al., 2014; Gonzélez, 2015).

Figura 2. Formacion de brotes a) a partir de agua, b) a partir de tierra
Fuente: (Barajas, et al., 2014).

1.4.1.5. Plagasy enfermedades

Es una planta muy resistente a enfermedades, aunque ocasionalmente le afectan

algunos hongos y pulgones.

Los pulgones son insectos de pequefio tamarfio, chupadores que se alimentan de la
savia de las plantas, pueden ser de color verde, negro, blanco y amarillo; y producen en
el vegetal trastornos en su desarrollo, asi como la caida de las hojas y flores. Para su
eliminacién se puede recurrir al uso de fitosanitarios especificos o de insecticidas anti
pulgones (Fronda, 2013).

Las cochinillas algodonosas también aparecen por exceso de humedad y falta de luz.
Su presencia se debe a la formacion de manchas sobre el envés de las hojas que se
caracterizan por tener una especie de escudo protector de color blanco. Para su
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eliminacion se debe sacarlas con un hisopo de algodon mojado en alcohol o si la planta
es grande y en maceta, se puede lavar con agua y jabén neutro frotando muy
delicadamente con una esponja para retirar los parasitos o usando productos quimicos
especificos (Pattewar, 2012; Ortiz, 2016).

La presencia de pequefias areas redondas levemente realzadas en todas las partes
verdes es la sintomatologia provocada por un hongo, Puccinia spp. mas conocida como
roya, si no se llega a controlar la enfermedad en uno o dos meses todas las partes
atacadas se secan. Para prevenir este hongo se debe reducir la humedad ambiental, o
tratarlas con fungicidas especificos después de haber eliminado todas las partes atacadas
(Ortiz, 2016).

1.4.1.6. Usosy Aplicaciones

En su relacién con el hombre, se utilizan las hojas para tratar enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios y desordenes cardiovasculares, debido a la
actividad que ejercen sobre el sistema circulatorio, mejorando la circulacién periférica,
la movilizacion del colesterol y disminuyendo la fragilidad capilar. Algunos flavonoides
pueden presentar actividad hepatica protectora, antialérgica, anticancerigena,
antibacteriana, antiflngica, e incluso pueden ejercer efectos inhibidores sobre algunas

enzimas (Nava, 2007).

Estudios han demostrado que el jugo de las hojas ejerce una actividad antibiotica in
vitro frente a las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; también se reporta la presencia de
actividad antifungica en estudios in vitro, con un extracto acuoso de hojas de la planta
(Calvopifia, et al., 2010; Pattewar, 2012).
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Algunas especies de Kalanchoe producen bufadiendlidos como la Briofilina A,
Briofilina B, que actian como un potente citotdxico, inhibiendo el crecimiento de
células cancerigenas e impidiendo la proliferacion de linfocitos. La bryotoxina A, By C;
compuestos muy similares en estructura son aplicados en la medicina para estimular la
funcion cardiaca (Arias & Ordaz, 2011; Devbhuti, et al., 2012). El escualeno es un
triterpeno que posee actividades anticancerigenas y antioxidantes (Sharadanand, 2015),
y la quercetina es un flavonoide que tiene actividad anti-leishmania, antioxidante e

antiinflamatoria (Muzitano, et al., 2006; ; Muzitano, et al., 2009).

1.4.1.7. Constituyentes fitoquimicos

Se han identificado constituyentes quimicos como alcaloides, compuestos fendlicos,
flavonoides, saponinas, quinonas, esteroides, antocianinas, bufadienélidos y lipidos
(Kamboj & Saluja, 2009; Cabrera, et al., 2011; Rajsekhar, et al.,2016), macroelementos
(magnesio, calcio, potasio, fosforo, sodio), microelementos (hierro, zinc) y vitaminas
(&cido ascorbico, rivoflavina, tiamina piridoxina, glicina, cisteina, caseina hidrolizada,
nicotinamida realizados en tamizajes fitoquimicos mediante cromatografia (Cabrera, et
al., 2011; Phatak & Hendre, 2014).

1.4.2. Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos vegetales consiste en tomar una porcion de una planta a la que se
denominara explante y colocarlo en un medio nutritivo estéril (Segretin, 2011).
Permitiendo la obtencion de altas tasas de multiplicacion a partir de un explante inicial,

gracias a la totipotencia de las células vegetales (Pereira, 2004).
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Comprende una gama de técnicas, métodos y estrategias in vitro que son parte del
grupo de tecnologias Ilamadas biotecnologia de plantas, permitiendo el desarrollo
tecnoldgico agricola y la conservacion de la biodiversidad de las especies vegetales,
ademas de la obtencion de plantas resistentes a patogenos y enfermedades; en estudios
biogenéticos y enzimaticos como fuente para el aislamiento de metabolitos secundarios
y comercialmente para la rdpida propagacion de las plantas de interés; teniendo en
cuenta el genotipo de la planta madre utilizada para la influencia en los resultados
(Carrillo, 2009, Segretin, 2011; Nayvi & Jiménez, 2011).

El éxito de la técnica depende de muchos factores, entre ellos la edad de la planta (a
mayor edad, menor potencial de regeneracidn), el tipo de explante, ya que la eleccién de
este depende del objetivo que se quiere conseguir, el genotipo y las condiciones
ambientales (Roca & Mroginski, 1993, Gées, et al., 2009).

Cuando se ha determinado los objetivos que se pretenden alcanzar en el cultivo in
vitro, se debe considerar los componentes del medio de cultivo, debido a que las células
requieren una variedad de nutrientes organicos e inorganicos conocidos como
macronutrientes y micronutrientes, indispensables para su crecimiento y disefiadas para

mantener el crecimiento de tejidos y 6rganos (Segretin, 2011).

Dentro de sus componentes tenemos:

Agua: Representa el 95% del medio de cultivo, en esta se disuelven los nutrientes
gue consume la planta, los cuales se transportan mediante el sistema vascular de la
misma (Ayerbe, 1990; Sharry, et al., 2015).

Fuente de carbono: Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo tanto es
necesario agregar al medio una fuente de carbono para cubrir sus necesidades, ya que
no crecen en las condiciones apropiadas para realizar la fotosintesis, siendo este el
responsable de satisfacer las necesidades fotosintéticas de la planta (Ayerbe, 1990;
Segretin, 2011).
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Sales minerales: Se encuentran representadas por dos grandes grupos:
macroelementos (nitrogeno, fdsforo, potasio, calcio, magnesio, azufre) y
microelementos (hierro, cobalto, zinc, niquel, boro, aluminio, manganeso, molibdeno,
cobre, yodo), que se consideran esenciales para el crecimiento de las plantas (Sharry,
etal., 2015).

Vitaminas: aunque las plantas in vitro pueden producir sus propias vitaminas se
afiaden al medio como un suplemento, considerandose como factores alimenticios
secundarios requeridos en pequefias cantidades empleadas para su crecimiento y
diferenciacion con papeles cataliticos, en el metabolismo se utilizan las vitaminas
B1(tiamina), B3(&cido nicotinico), B6 (piridoxina), vitamina H (biotina), vitamina E
(tocoferol), entre otras (Ayerbe, 1990; Puchea & Rodriguez, 2000; Segretin, 2011).

Reguladores de crecimiento: son aquellos compuestos organicos sintetizados por
plantas superiores, influyen en el crecimiento y el desarrollo de la planta (Ayerbe,
1990).

Los tipos de hormonas mas frecuentes son auxinas, citoquininas, gibelinas y
brasinolidas; las mismas que se utilizan en distintas concentraciones ya sea
individualmente o combinadas para inducir la respuesta que se espera (Sharry, et al.,
2015; Goes, et al., 2009).

Agente gelificante: permite al medio de cultivo tomar una consistencia semisolida
0 sélida, funciona como soporte del explante permitiendo su desarrollo (Sharry, et al.,
2015).

Es un polisacarido con un alto peso molecular que es capaz de retener el agua y
absorber compuestos, existiendo diferentes marcas comerciales que pueden usarse

como la agarosa, bacto agar, phytagel, gelrite (Ayerbe, 1990).

Otros componentes: estos no forman parte de los constituyentes esenciales del
medio; sin embargo, se puede afadir agua de coco, caseina hidrolizada los cuales
estimulan la division celular; carbon activado, &cido citrico, &cido ascorbico que

actian como antioxidantes (Sharry, et al., 2015).
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Medio de Cultivo: existen diferentes medios de cultivo dependiendo la especie
con la que se trabaje, los mas usados son el Murashige y Skoog, 1962 (MS), medio de
Chu (N6) y medio de Gamborg (B5) (Ayerbe, 1990; Sharry, et al., 2015).

1.4.3. Etapas de la micropropagacion in vitro

1.4.3.1. Fase de preparacion

En esta etapa se seleccionan y acondicionan las plantas madres, las mismas que van
hacer utilizadas en el proceso de cultivo in vitro; es recomendable mantenerlas en
cuarentena, controlando condiciones de luz, temperatura, humedad, y riego apropiado

durante un periodo de tiempo (Roca & Mroginski, 1993; Daorden, 2007).

Se considera también las caracteristicas fenotipicas al momento de la seleccién de los
explantes siendo la mas importante la edad de la planta (a mayor edad, menor potencial

de regeneracion), y que esté libre de enfermedades (Segretin, 2011).

Es la etapa fundamental para el desarrollo de un sistema de micropropagacion
eficiente, ademas tiene una alta influencia en la calidad de las plantas finalmente
obtenidas (Pérez, 1998, Sharry, et al., 2015).

1.4.3.2. Fase de desinfeccion

El proposito de esta etapa es obtener explantes viables para la multiplicacion in vitro,
para esto se selecciona partes de la planta madre; ya sean yemas, hojas, raices, semillas,
entre otras (Segretin, 2011; Sharry, et al., 2015).
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La contaminacion es uno de los principales problemas existiendo dos fuentes donde

se pueden originar: contaminacion exdgena o enddégena.

Contaminacion exogena, se encuentra en la superficie del explante, para eliminar los
contaminantes externos, este proceso puede incluir lavados con tensoactivos, utilizacion
de bactericidas y fungicidas de contacto, hipoclorito de sodio o calcio a diferentes
concentraciones, alcohol, entre otros; seguidos por enjuagues con agua estéril o agua
destilada (Pierik, 1990; Sharry, et al., 2015).

Contaminacion enddgena, se encuentra en el interior de los tejidos, se puede utilizar
antibioticos en el medio de cultivo o hacer lavados con los mismos por tiempos mas

prolongados, o con fungicidas sistémicos (Valentin, 2005; Sharry, et al., 2015).

1.4.3.3. Fase de establecimiento

Después de la desinfeccién y en condiciones de asepsia se cultiva el tejido en el
medio escogido, dentro de la cdmara de flujo laminar; el tamafio del explante juega un
rol importante ya que las probabilidades de propagacion se reducen o aumentan, al igual
que la contaminacion (Simén & Lluisa, 2006). El objetivo primordial en esta etapa es
establecer el explante en el medio de cultivo para su posterior multiplicacién, lo que
podria involucrar: estimulacion en la formacion de brotes axilares, iniciacion en brotes
adventicios (hojas, brotes) o la formacion de callo para el desarrollo de suspensiones
celulares, embriogénesis somatica o la obtencion de metabolitos secundarios (Peérez,
1998; Segretin, 2011).
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1.4.3.4. Fase de multiplicacion

El objetivo de esta fase es obtener la mayor cantidad de plantas o de callo a partir de
cada explante que previamente se establecio. Cada una de las estructuras se divide y se

trasplanta en un medio nuevo y fresco (Simon & Lluisa, 2006).

1.4.4. Callogénesis

El callo es un tejido no organizado y poco diferenciado formado por células en
proliferacion que se producen tanto in vivo como in vitro (Alvez, et al., 2012), obtenido
por medio del aislamiento de 6rganos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente
son llevados a una indiferenciacion celular, presentando una proliferacion continua,
acelerada y de apariencia desorganizada, que da origen a una masa amorfa de tejido
(Pérez, 2010).

Esta masa celular puede presentar diferentes tipos morfoldgicos, que varian segin la
textura, apariencia externa, y composicién celular, pero por lo general son heterogéneos

en su composicion celular (Segretin, 2011).

La coloracion de este tejido también varia, aun derivando de la misma especie se
pueden presentar callos que carecen de pigmentacion, mientras otros pueden ser de
diferentes tonos amarillo, verde, café o rojo. El tipo y grado de pigmentacion esta
influenciado por factores nutricionales y ambientales, y se manifiesta por la presencia de

clorofila, carotenos, antocianinas, entre otras (Perez, 2010).

El crecimiento varia dependiendo de la especie con la que se este trabajando y esta,
puede cambiar decreciendo o0 incrementandose de acuerdo a la especie y a los
reguladores de crecimiento que se le adicionen al medio, mediante la combinacion de

auxinas y citocininas (Bravo, 1999; Sharry, et al., 2015).
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La callogénesis es ampliamente utilizada para estudios fisiolégicos, bioquimicos y
moleculares con la finalidad de clonar plantas a través de la formacion de 6rganos y
embriones (Bravo, 1999; Sharry, et al., 2015).

1.4.4.1. Mantenimiento del tejido calloso

El callo toma de 3 a8 semanas en alcanzar el tamafio suficiente para efectuar un
subcultivo, transfiriéndose en éste pequefias piezas de tejido (50 a 150 mg) a un medio
nuevo. Es importante transferir fragmentos de tejido visiblemente sano sin
contaminacion por hongos ni bacterias y sin necrosis (fenolizacion). Cuando esté
establecido, es necesario cambiarlo con una frecuencia que varie de 2 a6 semanas,
porque la falta de transferencia lleva irremediablemente al debilitamiento, intoxicacion y
muerte del tejido. Esto es debido a que el crecimiento y la multiplicacién celular son tan
intensos que provocan el gasto de los nutrientes del medio, y la acumulacién de
metabolitos de desecho celular que se vuelven toxicos para el tejido (Pierik, 1990;
Nayvi & Jiménez, 2011; Sharry, et al., 2015).

Un callo puede formar brotes, raices, embriones, o simplemente continuar
proliferando como callo, y hacer uso de cultivos celulares o cultivos en suspension para
la produccién de metabolitos secundarios; dependiendo de las cantidades relativas de

auxinas y citoquininas suministradas (Nayvi & Jiménez, 2011).

Por otra parte, los efectos sinergéticos de las hormonas pueden ser modificados por
otros factores, como son los constituyentes del medio (azlcar, vitaminas, aminoacidos,
entre otros) y las condiciones fisicas (iluminacion, consistencia del medio, entre otras),
aunque siempre se manifestara como factor dominante el balance hormonal (Pierik,
1990).
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1.4.5. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos biosintetizados por las células vegetales,
pero no son esenciales para la misma, tienen una gran importancia ecoldgica porque
participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente y tienen funciones
ecoldgicas especificas como atrayentes o repelentes de animales y sirven de defensa
frente a diferentes patdgenos, actuando como pesticidas naturales, ademas pueden ser de
gran utilidad para el ser humano al ser usados como: farmacos, pesticidas, colorantes,

saborizantes, fragancias, entre otros (Avalos & Pérez, 2009; Zabala, et al., 2008).

Se dividen de acuerdo a su naturaleza quimica en tres grupos: compuestos fendlicos
(cumarinas, flavonoides, ligninas y taninos), terpenos (entre los que se encuentran
hormonas, pigmentos o aceites esenciales) y compuestos nitrogenados (alcaloides,
aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos)
(Buchanan, et al., 2000).

Se forman después de que el crecimiento ha cesado (fase estacionaria) de ahi que una
de las estrategias utilizadas es el cultivo en dos fases, una para el crecimiento y otra para
la produccion (Pérez, 1998). La primera estrategia para lograr una linea celular
altamente productora de un metabolito es la seleccion adecuada de la fuente de explante;
recomendandose el uso de una parte de la planta donde normalmente se ha observado la
acumulacién del metabolito, pues estd demostrado que lineas obtenidas de diferentes
partes, presentan productividades diferentes de metabolitos secundarios (Nayvi &
Jiménez, 2011).

Los compuestos fendlicos son los principales metabolitos secundarios de las plantas
y su presencia en el reino animal se debe a la ingestion de éstas, actian como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques
fangicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacién de muchas partes de la planta,

actualmente hay un interés creciente debido a su amplia actividad antioxidante
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dependiendo del sustituyente del hidréxilo de su anillo fendlico, pueden actuar como
agentes quelantes de los iones de hierro y cobre, como captadores de radicales como es
el radical hidroxilo (Avalos & Pérez, 2009).

Dentro de las técnicas de cultivo in vitro para la produccion de metabolitos
secundarios tenemos: el cultivo de células (callo, suspensiones celulares), cultivo de
organos, y como estrategias para ayudar al incremento de los metabolitos de interés se
encuentran la optimizacion de la composicion del medio, seleccion de lineas celulares,
inmovilizacion celular, elicitores, biotransformacion, transformacion genética, entre
otros (Zabala, et al., 2008; Nayvi & Jiménez, 2011).

1.45.2. Técnicas empleadas para evaluar la presencia de

metabolitos secundarios

En los Gltimos afios ha cobrado especial interés, el estudio de la actividad bioldgica
de los polifenoles y en especial la evaluacion de la capacidad antioxidante asociada a
ellos (Nayvi & Jiménez, 2011).

Para evaluar la presencia de metabolitos secundarios en las plantas se usan diferentes
técnicas dependiendo el interés por algin compuesto producido por estas, entre estas

tenemos:

1.45.2.1. Contenido de fenoles

El contenido de fenoles totales se basa en el uso del reactivo de Folin-Ciocalteu
expresado como miligramos de equivalentes de acido galico/100 gramos de muestra, el

ensayo mide la capacidad que tienen los polifenoles para actuar como reductores de
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molibdeno (VI) en el complejo molibdotungstato, como resultado de tal reduccion, el
reactivo de color amarillo, adquiere un intenso color azul a violeta, que es cuantificado

espectrofotométricamente a 765 nanometros (nm) (Nava, 2007).

El acido galico es un compuesto fenolico simple ampliamente empleado en este
ensayo como estandar de comparacion. Sin embargo, ocasionalmente se emplea también
como estdndar de comparacion y expresion de resultados polifenoles como catequina o
los &cidos: tanico, clorogénico, caféico, vanilico y fertlico (Chuquimia, et al., 2008).

1.45.2.2. Capacidad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante se basa en la medicién de la capacidad
que tienen los compuestos antioxidantes para reaccionar con un radical libre
determinado (Medina, 2009).

Entre aquellos ensayos, cabe destacar los siguientes:

e Ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity, o Capacidad de
Absorcion de Radicales de Oxigeno)

e Ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, o Capacidad
Antioxidante como Equivalentes Trolox)

e Ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil)

El ensayo de DPPH consiste en medir la capacidad de los antioxidantes de una
muestra para “apagar o neutralizar” un radical libre, empleando como radicales libres
moléculas que difiere totalmente de cualquier radical libre o especie reactiva generada

por nuestro organismo (Medina, 2009).
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1.4.6. Hipdtesis

El callo in vitro de hoja del aire (Kalanchoe pinnata) inducido por la adecuada
combinaciéon de auxinas y citoquininas presentan contenido de fenoles y actividad

antioxidante.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del ensayo

El trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de Cultivo de Tejidos de la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas-
ESPE, localizada en Sangolqui, Av. General Rumifiahui, s/n, canton Rumifiahui,
provincia de Pichincha, 0° 18,81 S; 78° 26,64 O; a una altitud de 2516 msnm.

2.2. Fase de campo — Obtencion del material vegetal

Se recolect6 dos plantas de hoja del aire de la Reserva Bioldgica Jatun Sacha, ubicada
en el Tena E436 en la provincia de Napo, Ecuador, a una altitud de 510 msnm, las cuales
fueron trasladadas a un mini invernadero dentro de la Universidad de las Fuerzas

Armadas — ESPE, manteniendo condiciones de temperatura y humedad.

Se realizo la siembra en macetas y se prepard un sustrato compuesto por dos partes:
una de tierra y una de abono organico previamente autoclavadas a 121°C durante 30

minutos.

2.2.1. Pre-tratamiento de desinfeccion y control fitosanitario
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Para eliminar cualquier microorganismo patdégeno que interfiera previo a la
introduccién in vitro, se utilizé el fungicida sistémico benomil al 0,5% p/v de gran
eficacia para tratamientos preventivos como curativos, ya que este producto se absorbe

por las hojas y raices de las plantas tratadas (ICA, 2015).

Dicho tratamiento consistio en una aplicacion a nivel foliar con benomil al 0.5% plv,
colocada una vez a la semana durante un mes. Adicionalmente se realizd una aspersion
semanal con el bioestimulante Germo—BRO2 en el &rea foliar a una concentracion de
0.5% v/v para estimular la formacion de brotes (GERMOPLANTA, 2016).

2.3. Fase de laboratorio

La fase de laboratorio de la presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios
de Cultivo de Tejidos Vegetales y Docencia de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, Sangolqui.

2.3.1. Seleccion de los explantes

Realizado el pre-tratamiento, se selecciond la planta madre y se cortaron los explantes

(hojas) de 7 — 9 centimetros de longitud como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Explante de hoja de 7 cm de longitud.

2.3.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo para la introduccién del material vegetal fue un Murashige &
Skoog o MS (1962), con vitaminas cuya composicion se detalla en el Anexo “A”, con 30
g/L de glucosa como fuente de carbono, ajustado a un pH de 5,75, con HCI o NaOH 1N,
con 7,5 ¢g/L de bactoagar como agente gelificante, y sometido a un proceso de

esterilizacion en autoclave a 121° C durante 30 minutos.

2.3.3. Desinfeccion de explantes

Se lavo los explantes con agua corriente para eliminar el exceso de tierra 0 impurezas
durante 30 minutos. A continuacion, se sumergi6é los explantes en una solucién de
detergente al 1% p/v durante 10 minutos y se realizé tres lavados con agua destilada con

el fin de remover todo el detergente remanente en los explantes.

Enseguida se sumergié en una solucion de fungicida “benomil” al 0.5% p/v durante
10 minutos, inmediatamente los explantes se pasaron a una solucién de hipoclorito de
sodio (NaClO) més 3 gotas de Tween 20 por litro de solucion a diferentes
concentraciones 0,5% ,1% y 1.5% v/v durante 10 y 20 minutos respectivamente;
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consecutivamente se realizé 3 lavados con agua destilada estéril dentro de la cdmara de
flujo laminar, en condiciones totalmente asépticas para evitar cualquier contaminacion,

(figura 4). Los tratamientos de desinfeccion para esta etapa se observan en la Tabla 1.

Se realizaron 20 repeticiones por cada tratamiento de desinfeccion, teniendo como
unidad experimental un explante por frasco.

Figura 4. Proceso de desinfeccion a) lavado en agua
corriente b) lavado en la solucion de detergente al 1%
c) lavado en la solucién de fungicida al 0.5 % d) lavado
en la solucién de NaClO al 1%.
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Tabla 1.
Tratamientos de desinfeccion de los explantes de hoja.

Tratamiento Concentracion de NaClO Tiempo inmersion

(VIv) (min)
1 1.5% 20
2 1% 20
3 0.5% 20
4 1.5% 10
5 1% 10
6 0.5% 10

Los explantes fueron sembrados dentro de la cdmara de flujo laminar en condiciones
totalmente asépticas para evitar contaminacion del medio ambiente y/o del operador. De
cada hoja, se corté de 8 a 12 explantes de aproximadamente 1 cm? (figura 5), y se colocd
un explante en la superficie del medio de cultivo colocando el envés de la hoja con el

mismo.

Figura 5. Explantes de hoja del aire de aproximadamente 1cm?.

Los parametros evaluados durante esta etapa fueron la contaminacién y oxidacion de
los explantes, a los 15 dias de iniciado el ensayo, donde se observo: porcentaje de

explantes contaminados por hongo o bacteria y porcentaje de oxidacion.
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Las variables evaluadas se detallan a continuacion:

La contaminacién se determind mediante observacion y se asignd el valor de “1” a
explantes contaminados sean por hongo o bacteria (figura 6) y con “0” a explantes sin

contaminacion (figura 7).

Figura 7. Explante sin contaminacion

La oxidacion (necrosamiento) fue realizada por observacién, basado en la coloracion
del explante, se asigno el valor de “1” a los explantes oxidados (color amarillo o café), y
el valor de “0” a los no oxidados (figura 8).
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Figura 8. Oxidacion de explantes a) sin oxidacién b) oxidado

2.3.4. Induccion a callo

Una vez que los explantes pasaron la etapa de desinfeccion, se eligié el mejor
tratamiento y se inicio la etapa de induccién de callo.

Se utilizé el protocolo de Santos, et al., (2014), empleando el medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962), con 30 g/L de glucosa como fuente de carbono, ajustado a
un pH de 5,75, con 7,5 g/L de bactoagar como agente gelificante, y modificando las
concentraciones de reguladores de crecimiento, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) y
6 bencilaminopurina (6-BAP) a diferentes concentraciones (Tabla 2), para establecer el
medio adecuado en donde se van a desarrollar el callo. Los medios se estilizaron en

autoclave a 121° C durante 30 minutos.

El material vegetal sembrado dentro de la camara de flujo laminar en condiciones
totalmente asepticas y los medios se incubaron a una temperatura de 20 + 2°C en
condiciones de oscuridad, debido a que el 2,4 D es fotosensible y humedad relativa 50 %
t2.



28

Se realizd 30 repeticiones por tratamiento y para la muestra control se realiz6 10
repeticiones bajo las mismas condiciones con excepcion de la adicion de los reguladores
de crecimiento.

Tabla 2.

Tratamientos con combinaciones de 2,4 D y 6-BAP para la fase de induccién de
callos.

Tratamiento Concentracion de Concentracion de
2,4 D (mg/L) 6-BAP (mg/L)
0 (control) 0 0
1 0.25 0.5
2 0.5 0.5
3 1 0.5
4 0.25 1
5 0.5 1
6 1 1

2.3.4.1. Formacién de callo

La formacidn de callo se evalu6 a los 30 y 45 dias, mediante observacion. La Tabla 3
detalla la valoracion para las variables de presencia o ausencia de callo y de callo no

organogeénico u organogénico (figura 9 y 10).

Tabla 3.
Valoracion para las variables en la formacién de callo.
Formacioén de callo Valor
Presencia callo “1”
Ausencia de callo “0”

Callo no organogenico “1”
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Callo organogénico “0”

Figura 9. Explantes de hoja a) ausencia de callo b) presencia de

callo.

Figura 10. Explantes de hoja tomadas en el estereomicroscopio

(0.65X) a) callo no organogénico b) callo organogénico

(formacion de raices).

2.3.4.2. Multiplicacion de callo

Cada 45 dias se realiz6 subcultivos del callo formado, transfiriendo pequefias piezas

de tejido a un medio nuevo, que se encontraba sin contaminacion sea por hongo o
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bacteria y sin presencia de oxidacion (necrosamiento). El callo se transfirié a un medio
Murashige & Skoog (1962), suplementado con 0,5 mg/L de 6-BAP y 1 mg/L de 2,4 D,
sin embargo, también se dejo crecer frascos con el callo obtenido durante varios meses

para comparacion en los analisis posteriores.

2.4.  Preparacion de los extractos para los analisis del contenido de

fenoles y actividad antioxidante

Las muestras de las hojas in vivo e in vitro fueron previamente secadas en la estufa
marca Memmert a 30°C hasta que hayan perdido toda su humedad, posteriormente se
pulverizaron en un mortero y se guardd en un tubo Falcon hasta su andlisis, los callos se
mantuvieron en el medio de cultivo en condiciones de oscuridad por el uso del 2,4 D

hasta su analisis.

2.4.1. Determinacion del contenido de fenoles

La preparacion de los extractos in vivo e in vitro consistio en tomar 0,105 g de polvo
fino con 10 mL de metanol al 80%, 3g de cada muestra de callo con 5 mL de metanol al
80%, las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente y bajo oscuridad durante 48
horas, este método sirve para la extraccion de los principios activos de la planta.

Después se este tiempo, se centrifugo y se extrajo el sobrenadante con una micropipeta.

Previo al ensayo se realiz6 la curva de calibracion, utilizando una solucién estandar
de &cido gélico y realizando las siguientes diluciones 0, 1, 2, 3, 5, 10 mL de agua
destilada con concentraciones de 0, 50, 100, 200, 300 y 500 mg/L Para la obtencion de
los extractos, se centrifugd los tubos Falcon y se extrajo el sobrenadante con una
micropipeta.
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El ensayo consistié en colocar: 0,1 mL del extracto, 1,5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu, se agito y se coloco 1,4 mL de bicarbonato de sodio (7,5%). La preparacion
del control consistié en agregar 0,1 mL de metanol con 1,5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu, este se agitd y se colocé 1.4 mL de bicarbonato de sodio (7,5%) como se
detalla en la Tabla 4 (Arash, et al., 2015).

Tabla 4.
Datos para determinar el contenido de fenoles.

Extracto Metanol Reactivo Bicarbonato de
(mL) (mL) Folin-Ciocalteu  sodio (7.5%) (mL)
(mL)
Control 0 0,1 1,5 1,4
Muestra 0,1 0 1,5 1,4

Se dejo reposar durante 30 minutos en oscuridad, para permitir la reaccion (figura 11)
y posteriormente se midid la absorbancia a 765 nm utilizando un espectrofotémetro
marca Genesys 10v, donde la concentracion de fenoles de la muestra serd interpolada a
partir de la curva de calibracion realizada (Arash, et al., 2015). El ensayo se realiz6 por

triplicado.

El contenido de fenoles se expresdé en mg fenoles/g muestra calculada mediante la

siguiente formula

Cex Ves

Contenido d les =
ontenido de fenoles -

Donde:

Ce = concentracion encontrada extracto (mg/L)
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Ves = Volumen extracto utilizado (mL)

Pm = peso muestra utilizada (g)

Figura 11. Reaccion de las muestras con el método de

Folin-Ciocalteu después de 30 minutos.

2.4.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

La preparacion de los extractos consistio en 0,016 g de muestra in vivo con 10 mL de
metanol al 80%, 0,010 g de muestra in vitro con 10 mL de metanol al 80%, 3g de callo
con 5 mL de metanol al 80%; a temperatura ambiente y bajo oscuridad durante 48 horas,
este método sirve para la extraccion de los principios activos de la planta. Después se

este tiempo, se centrifugd y se extrajo el sobrenadante con una micropipeta.

La capacidad antioxidante se realizd6 mediante el ensayo de eliminacion de radicales
DPPH. La técnica consiste en la captacion de radicales libres, determinando la
concentracion de compuestos antioxidantes que son capaces de captar o eliminar los
radicales libres del reactivo DPPH (Ainsworth & Gillespie, 2007).
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El ensayo consistid en colocar: 0.5 mL del extracto, 3 mL de metanol y 0.3 mL de
DPPH. El blanco contenia: 3.3 mL de metanol, 0.5 mL de extracto y el control consistio
en: 3.5 mL metanol y 0.3 mL de DDPH como se detalla en la Tabla 5. EIl ensayo se

realizé por triplicado.

Tabla 5.
Datos para la determinacion de la actividad antioxidante.

Metanol (mL) Extracto (mL) DPPH (mL)
Blanco 3.3 0.5 0
Control 35 0 0.3
Muestra 3 0.5 0.3

La mezcla de reaccion se agitd y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente
durante 30 minutos (figura 12), después de este tiempo se midio la absorbancia a 517 nm

utilizando un espectrofotometro marca Genesys 10v.

El porcentaje de radicales libres DPPH eliminados puede ser calculado mediante la
formula (Zhu, et al., 2006; Marinova & Batchvarov., 2011; Arash, et al., 2015).

|Absorbancia del control — Absorbancia de la muestral| 100
X

%DPPH =
% |Absorbancia del control|



Figura 12. Muestras con el radical DPPH después de 30 minutos de reaccion.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

El estudio investigativo para la “Obtencion de callo in vitro a partir de explantes de
hoja del aire (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.) y su posterior determinacion del
contenido de fenoles y de la capacidad antioxidante.”, consistié en la evaluacion de
cuatro etapas. Primero la estandarizacion del protocolo de desinfeccion a partir de
explantes de hoja, la segunda de la induccion de callo mediante la combinacion de
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, seguido de la multiplicacion

de callo y como fase final el andlisis fitoquimico.

3.1. Desinfeccion e introduccion de las muestras vegetales

Durante la fase de desinfeccion e introduccion de explantes de hoja del aire, se evalud
la contaminacion y oxidacién a los 15 dias de iniciado el ensayo. Se probd seis
tratamientos con variaciones de hipoclorito de sodio (1,5%, 1% y 0,5%) y el tiempo de

inmersion (10 y 20 minutos) detallados en la tabla 1 del capitulo 2.

3.1.1. Contaminacion

3.1.1.1. Analisis Exploratorio

La tabla 6 detalla el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos empleados

en la fase de desinfeccion, indicando el nimero de explantes no contaminados.
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Tabla 6.
Tabla de contingencia con el nUmero de explante sin contaminacion.
Concentracion de hipoclorito de sodio

1.5% 1% 0.5%
Tiempo 20 min 16 14 7
de 10 min 16 15 6
inmersion

En la figura 13 se observa que los tratamientos T1 (1,5% NaClO, 20 min) y T4 (1.5%
NaClO, 10 min) alcanzaron una asepsia del 80% al presentar una minima cantidad de
explantes contaminados, T5 (1% NaClO, 10 min) obtuvo un 75%, y el T2 (1% NaClIO,
20 min) un 70% de explantes libres de contaminacion convirtiéndolos en los

tratamientos mas exitosos.

En los tratamientos con una menor concentracion de hipoclorito de sodio se observd

una mayor cantidad de explantes contaminados.

80%
70%
60%
50%
40%

30%
20%
10%

0%

Porcentajes de
contaminacién

T1 T2 T3 T4 T5 T6
M Explante Contaminado 20% 30% 65% 20% 25% 70%
Expante no contaminado 80% 70% 35% 80% 75% 30%

Figura 13. Porcentaje de contaminacion con respecto a la variable NaCIO y

tiempos de inmersion.
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3.1.1.2. Andlisis Inferencial

Se analiz6 el parametro de contaminacion para ver si existe correlacion con los
tiempos empleados mediante la prueba de Chi-cuadrado (Cuadro 1). La tabla cruzada
indica la proporcién de explantes contaminados durante los 10 y 20 minutos. Al ser una
tabla de 2x2 se realiz0 la prueba de Chi- cuadrado y la prueba exacta de Fisher que se

interpreta cuando en alguna de las celdas hay una frecuencia menor a 5.

La prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x* =,000 y un valor p=1 (p=100%), mayor al
nivel de significancia (a = 5%), aceptando que el tiempo de exposicion no influye en la

contaminacion de los explantes e indicando que estos son independientes en la respuesta.

La prueba exacta de Fisher obtuvo un valor-p = 0,579, mayor a (o = 5%), aceptando

que el tiempo no interviene en la contaminacion.

Tabla 7.
Prueba de Chi- cuadrado para la variable de contaminacion y el tiempo de exposicion.

Tabla cruzada

tiermpo (rmin

10 20 Total
Contaminacian [v] Recuento 42 42 54
2 dentro de tiempo (min) TO,0% TO,0% TO,0%
1 Recuento 12 1= 36
26 dentro de tiempo (mind =20,0% 20,09 =0,0%
Total Recuanto 50 50 120
26 dentro de tiempo (mind 100,09 100,09 100,02

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn Significacian Significacidn
asintdtica exacta exacta
walor af (bilatzraly chilateral unilateral
Chi-cuadrado de 000 1 1.000
FPearson
Correccién de .o0o 1 1.000
continuidad®
Razdédn de verosimilituad .000 1 1,000
Prueba exacta de Fisher 1,000 579
Asociacidn lineal por ,000 1 1,000

limeal

M de casos validos 120

2. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento Menor que 5. El recuento Minimo esperado es
18,00.

b. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2



38

Se evaluo si el parametro de contaminacion tiene correlacion con los porcentajes de
NaClO empleados mediante la prueba de Chi-cuadrado (Cuadro 2), La tabla cruzada
indica la proporcién de explantes contaminados en los diferentes porcentajes de NaClO
empleados y se obtuvo un x* =5,952 y un valor p=0,051 (p=5,1%), mayor al nivel de
significancia (a = 5%), aceptando que el porcentaje de NaCIO no influye en la

contaminacion de los explantes.

Tabla 8.
Prueba de Chi- cuadrado para la variable de contaminacion y el porcentaje de NaClO.

Tabla cruzada

% MaClo
58 1,0 1.8 Total
Contaminacion 0 Recuento 33 28 23 84
% dentro de % MaCIlO 82,5% T0,0% 57,5% 70,0%
1 Recuento T 12 17 36
% dentro de % MaCIlO 17,5% 30,0% 42 5% 30,0%
Total Recuento 40 40 40 120

% dentro de % MaClO 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn

asintatica

“Yalar df (hilateral)
Chi-cuadrado de 540529 2 051
Fearson
Razdn de verosimilitud 6,092 2 048
Asociacian lineal por 5,903 1 015
lineal
M de casos validos 120

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento mMenor que 5.
El recuento minimo esperado s 12,00.

Para analizar si los parametros tienen correlacion con los tratamientos empleados se
realizd la prueba de Chi-cuadrado, como se observa en el cuadro 3. La tabla cruzada

indica la proporcion de explantes contaminados para cada tratamiento, mientras que la
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prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x* = 7,619 y un valor p= 0,179 (p=17,9%), mayor al
nivel de significancia (o = 5%), aceptando la Ho indicando que la variable de

contaminacion es independiente de los tratamientos empleados.

Tabla 9.
Prueba de Chi- cuadrado para la variable de contaminacion y los diferentes
tratamientos.

Contaminacion * Tratamiento

Tabla cruzada

Tratamiento

T1 T2 T3 T4 TS TG Tatal
Contaminacion 0 Fecuento 10 15 17 13 13 16 g4
% dentro de Tratamiento 50,0% 75,0% 85,0% 65,0% 65,0% 80,0% 70,0%
1 Fecuento 10 3 3 7 7 4 36
% dentro de Tratamiento 50,0% 25,0% 15,0% 350% 350% 20,0% 30,0%
Total Fecuento 20 20 20 20 20 20 120

% dentro de Tratamiento 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn
asintdtica

“alor df (kilateral)
Chi-zuadrado de 76197 ] 179
Fearson
Razdn de verosimilitud 7,668 ) 76
M de casos validos 120

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5.
El recuento minimo esperado es 6,00,

3.1.2. Oxidacién

3.1.2.1. Analisis Exploratorio

A los 15 dias de iniciado el ensayo se evalud la oxidacién o necrosamiento de los

explantes, en la tabla 7 se observa que los tratamientos con una concentracion de
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hipoclorito de sodio al 1,5% provocan oxidacion en el explante. Los tratamientos estan
detallados en la tabla 1 del capitulo 2.

La figura 14 indica que a mayor concentracion de hipoclorito de sodio y tiempo de
inmersion la oxidacion en los explantes es alta, mientras que, al disminuir la
concentracion y el tiempo, la oxidacion es menor, presentando el tratamiento T5 (1%
NaClO, 10 min) un 75% vy el T6 (0,5% NaCIO, 10 min) un 85% de explantes no

oxidados, pero existiendo presencia de contaminacion.

Tabla 10.
Tabla de contingencia con el nUmero de explantes no oxidados.
Concentracién de hipoclorito de sodio (NaClO)

1.5% 1% 0.5%
Tiempo 20 min 2 7 13
_ de 10 min 7 15 17
inmersion
90%
[
N 80%
(&)
= 70%
5 60%
3 50%
[7p]
Q2 40%
S
c 30%
8
S 20%
o 10%
0%
T1 p) E T4 T5 6
B Explante Oxidado 90% 65% 35% 65% 25% 15%
® Expante No oxidado  10% 35% 65% 35% 75% 85%

Titulo del eje

Figura 14. Porcentaje de oxidacion con respecto a la concentracion de NaClO.
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3.1.2.2. Andlisis Inferencial

Al analizar el pardmetro de oxidacion para ver correlacion con los tiempos empleados
se realizé la prueba de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher (Cuadro 4). La tabla
cruzada indica la proporcion de explantes oxidados durante los tiempos de exposicién de

10 y 20 minutos.

La prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x* =5,673 y un valor p=0,017 (p=1.7%),
menor al nivel de significancia (o = 5%), rechazando la Ho y confirmando que el tiempo
de exposicion influye en la oxidacion de los explantes e indicando que estos son

dependientes en la respuesta.

La prueba exacta de Fisher obtuvo un valor-p = 0,014, menor a (o = 5%), aceptando

que el tiempo interviene en la oxidacion.

Tabla 11.
Prueba de Chi- cuadrado para la variable oxidacion y el tiempo de exposicion.

Tabla cruzada

tiempo (mind

10 20 Total
Oxidacion (] Recuento 34 21 55
%% dentro de tiempo (mind 56, 7% 25,0% 45 8%
1 Recuento 26 39 65
%% dentro de tiempo (mind 43 3% G5, 0% 54,2%
Total Recuento 60 60 120
% dentro de tiempo (mind 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn
asintdtica

Significacidn
exacta

Significacidn
exacta

walor of (hilateral) (hilateral) unilateral)
Chi-cuadrado de 5,673 o117

Fearson

Correccion de 4 834 oz2g

continuidad®

Razdn de verosimilitucd 5,720 o1 7

Frueba exacta de Fisher Q27 014
Asociacién lineal por 5625 018

limeal

I de casos validos 120

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento Menor gque 5. El recuento minimo esperado es

27,50.

. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2
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Se realiz6 la prueba de Chi-cuadrado (Cuadro 5). La tabla cruzada indica la
proporcion de explantes oxidados en los diferentes porcentajes de NaClO empleados y
se obtuvo un x* =13,159 y un valor p=0,001 (p=0,1%), menor al nivel de significancia (o
= 5%), aceptando que el porcentaje de NaClO influye en la oxidacién de los explantes y
evaluando que el pardmetro de oxidacidn tiene correlacion con los porcentajes de NaClO
empleados.

Tabla 12.
Prueba de Chi- cuadrado para la variable oxidacion y los porcentajes de NaCIO.

Tabla cruzada

% MaClo
5 1,0 1.5 Total

Cxidacian [u] Recuento 27 17 11 55
% dentro de % MaClO 67 .5% 42 5% 27.5% 45 8%

1 Recuento 13 23 249 65

% dentro de % MaClO 32.5% 57 .5% T2,5% 54 2%

Total Recuento 40 40 40 120
% dentro de % MaClO 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacian

asintdtica

“Walor df (hilateral)
Chi-cuadrado de 13,158° 2 oo1
FPearson
Razon de verosimilitud 13,473 2 L0011
Asociacidn lineal par 12,782 1 000
lineal
M de casos validos 120

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento mMenor que 5.
El recuento minimo esperado es 18,33,

Para analizar si el pardmetro de oxidacion tiene correlacion con los tratamientos
empleados se realizd la prueba de Chi-cuadrado, como se observa en el cuadro 6. La
tabla cruzada indica la proporcion de explantes oxidados para cada tratamiento, mientras

que la prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x? = 19,905 y un valor p= 0,001 (p=0,1%),
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menor al nivel de significancia (a=5%), rechazando la Ho e indicando que la variable de
oxidacion es dependiente de los tratamientos empleados.

Tabla 13.
Prueba de Chi-cuadrado para la variable de oxidacion y los diferentes tratamientos

Tabla cruzada

Tratamiento

T T2 T3 T4 TS TG Total
Oxidacidn 0 Recuento 2 7 12 a 10 15 &5
% dentro de Tratamiento 10,0% 350% 60,0% 45,0% 50,0% 75,0% 458%
1 Recuento 18 13 g 11 10 ] 65
% dentro de Tratamiento 90,0% 65,0% 40,0% 55,0% 50,0% 25,0% 54,2%
Total Recuento 20 20 20 20 20 20 120

% dentro de Tratamiento 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn
asintotica

Walor df (kilateral)
Chi-cuadrado de 19,8052 [ 001
Fearson
Razdn de verosimilitud 21,955 5 001
M de casos validos 120

a. 0 casillas (0,0%) han esperadao un recuento menor que 5.
El recuento minimo esperado es 9,17,

Los analisis estadisticos realizados muestran que el mejor tratamiento evaluando las
variables de contaminacion y oxidacion es el T5 con una concentracion de hipoclorito de
sodio de 1% durante 10 minutos inmersion, debido a que presentd una baja

contaminacion y oxidacion de los explantes indicando que la viabilidad de estos es alta.

3.1.

3.2.  Induccion acallo

La fase de induccion a callo se realizo a partir de explantes de hoja, evaluando la

presencia o ausencia de callo y si esta forma callo organogénico (formacién de brotes o
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raices) o no organogénico, a los de 45 dias de su siembra, en medios de cultivo

suplementados con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento 6-BAP y

2,4 D, detallados en la Tabla 2 del capitulo 2.

3.2.1. Presencia o ausencia de callo

3.2.1.1. Analisis Exploratorio

El crecimiento de callo vari6 dependiendo la concentracion de los reguladores de

crecimiento, iniciando con una baja formacion de callo por la baja concentracion de la

auxina 2,4 D e incrementando con el aumento de la misma hasta 1 mg/L de 2,4 D (Tabla

8). La figura 15 muestra como el callo aument6 conforme los explantes permanecian en

el medio, a los 7 dias se observé el encorvamiento y la presencia de exudado en los

bordes de los explantes, a los 15 dias de incubacién el callo se formo alrededor de los

explantes, a los 30 dias el callo cubrié la mayor parte de la superficie del explante y a los

45 dias este cubri6 totalmente él explante.

Tabla 14.

Tabla de contingencia para la variable presencia de callo.

Tratamiento

Presencia de callo

TO (control) 0
T1 13
T2 22
T3 30
T4 29
T5 29
T6 29
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En la figura 16, se muestra que en los tratamientos T3, T4, TS5 y T6 el porcentaje de
formacion de callo supero el 90 % a los 45 dias de su evaluacion, indicando que en estas

concentraciones los reguladores de crecimiento ayudan en formacion de callo.

Figura 15. Desarrollo de callo de explantes de hoja en el medio MS
(1962), suplementado con 1 mg/L 2,4 D y 0,5 mg/L 6-BAP a) callo de 7
dias b) callo de 15 dias c) callo de 30 dias d) callo de 45 dias.
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120%

100%

80%
60%
40%
20%
0% - - T
T0 T1 T2 T3 T4 15 T6

B Presencia de callo 0% 43% 73% 100% 97% 97% 97%
M Ausencia de callo = 100,00% 57% 27% 0% 3% 3% 3%

Porcentaje de formacion de
callo

Figura 16. Porcentaje de explantes a los 45 dias de evaluacion de la variable

presencia o ausencia de callo.

3.2.1.2. Andlisis Inferencial

Para analizar si la variable de formacién de callo tiene correlacion con los
tratamientos empleados se realizé la prueba de Chi-cuadrado, como se observa en el
cuadro 7. La tabla cruzada indica la proporcion de explantes que formaron callo en cada
tratamiento, la prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x?* = 89,262 y un valor p= 0,000
(p=0%), menor al nivel de significancia (a=5%), indicando que la variable de formacion
de callo depende de la cantidad de auxinas y citoguinas suministradas en cada

tratamiento.



Tabla 15.

Prueba de Chi-cuadrado para la variable de formacion de callo.

Tabla cruzada

Tratamiento

47

Ta T T2 T3 T4 TA TG Total
Formacion de callo 0 Recuento 10 18 7 1 1 1 1 39
% clentro de Tratamiento  100,0% 60,0% 23,3% 3,3% 3,3% 3,3% 3,3% 20,5%
1 Recuento 0 12 23 29 28 28 29 151
% dentro de Tratamiento 0,0% 40,0% TE,7% 96,7% 96,7% 96,7% 96,7% 79,5%
Total Recuento 10 30 a0 kli} 30 a0 kli} 190
% dentro de Tratamiento 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Significacian
asintdtica
Walar df (bilateral)
Chi-cuadrado de 892629 6 000
Fearson
Razdn de verosimilitud 84841 i Joon
I de casos validos 180

a1 casillas (7,1%) han esperado un recuento menor que 5

Elrecuento minimo esperado es 2,04,

3.2.2. Callo no organogénico u organogénico

3.2.2.1. Analisis Exploratorio

En los tratamientos se aprecié encorvamiento y desarrollo de tejido callogénico, sin

embargo, en algunos se mostro la formacion de raices después de la formacion de callo

indicando que este no puede considerarse para la obtencién de metabolitos secundarios

porgue generan érganos como se observa en la Tabla 9 y figura 18.



Tabla 16.

Tabla de contingencia para la variable callo no organogénico u organogénico.
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Tratamiento

Explante no organogénico

TO (control) 10
T1 30
T2 30
T3 30
T4 24
T5 19
T6 18

Figura 17. Explantes con formacidn de estructuras organogénicas (raiz).
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100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6

M Explante no organogénico  100% 100% 100% 100% 80% 63% 60%
B Explante organogénico 0% 0% 0% 0% 20% 37% 40%

Porcentajes de tejido organogpenico

Figura 18. Porcentaje de explantes a los 45 dias indicando presencia de tejido no

0rganogeénico u organogenico.

3.2.2.2. Andlisis Inferencial

En el cuadro 8 se observa la tabla cruzada que indica la proporcion de explantes que
formaron callo no organogénico en cada tratamiento; la prueba de Chi-cuadrado obtuvo
un x? = 43,353, y un valor p= 0,000 (p=0%), menor al nivel de significancia (o = 5%),
rechazando la Ho indicando que al evaluar la presencia de callo no organogénico la
concentracion de auxinas y citoquinas influye en la presencia de érganos (raices).
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Tabla 17.
Prueba de Chi-cuadrado para la variable de callo organogénico u organogénico.

Tabla cruzada No erganogénico o erganogénico*Tratamiento

Tratamiento

0 T 2 3 T4 5 T6 Total
Mo orgaqugénico ] 1] Recuento 0 0 0 0 G " 12 29
e % dentro dz Tratamiento 0,0% 0,0% 0,0% 00%  200%  367%  400%  153%
1 Recuento 10 30 0 0 24 19 18 161
% dentro de Tratamiento  100,0%  100.0%  1000%  1000%  800%  633%  60,0%  B47%
Total Recuento 10 30 0 0 0 0 &) 190

% dentro de Tratamiento 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintdtica

Walor df (hilateral)
- Chi-cuadrado de 43,3537 6 000
Pearson
Razdn de verosimilitud 52,5149 3] 000
N de casos validos 180

a. 7 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que &,
El recuento minimo esperado es 1,53,

AL analizar si la variable de formacion de callo tiene correlacion con los reguladores
de crecimiento empleados se realiz6 la prueba de Chi-cuadrado, como se observa en el
cuadro 9. La tabla cruzada indica la proporcién de explantes que formaron callo no
organogénico en cada tratamiento, la prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x* = 38,026 y
un valor p= 0,000 (p=0%), menor al nivel de significancia (¢=5%), indicando que la
variable de formacién de callo no organogenico depende de la cantidad de citoguinas

suministradas en cada tratamiento.



Tabla 18.
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Prueba de Chi-cuadrado para la variable de callo organogénico u organogénico,

responde a la citoquinina 6-BAP.

MNo organogénico o organogénico * concentracion 6-BAP

Tabla cruzada

concentracidn 6-BAP

o 1 1 Total

Mo organogénico o o Recusnto o o 29 29

organogenico % dentro de 0,0% 0,0% 32,2% 15,3%
concentracién 6-BAP

1 Recuento 10 a0 61 161

% dentro de‘ 100,0% 100,0% 67, 8% 24.7%
concentracién 6-BAP

Total Recuento 10 =]u] a0 180

% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

concentracidon 6-BAP

Pruebas de chi-cuadrado

Significaciaon
asintatica

walor f (hilatzral)
Chi-cuadrado de 38,0267 2 000
Fearson
Razdn de verosimilitud 49,218 2 000
Asociacidn lineal por 32,693 1 000
lineal
I de casos validos 190

a. 1 casillas (16,7%) han esperado un recuento menor que 5
El recuento minimo esperado es 1,53,

Al analizar si la variable de formacion de callo tiene correlacién con los reguladores

de crecimiento empleados se realizé la prueba de Chi-cuadrado (Cuadro 10). La tabla

cruzada indica la proporcion de explantes que formaron callo no organogénico en cada

tratamiento, la prueba de Chi-cuadrado obtuvo un x* = 4,565 y un valor p= 0,207

(p=20,7%), mayor al nivel de significancia (a¢=5%), aceptando la Ho, indicando que la

variable de formacién de callo no organogénico es independe de la cantidad de auxinas

suministradas en cada tratamiento.
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Tabla 19.

Prueba de Chi-cuadrado para la variable de callo organogénico u organogeénico,
responde a la auxina 2,4D.

No organogenico o organogeénico * Concentracion 2,4D

Tabla cruzada

Concentracidén 2,40

a a 1 1 Total

Mo arganogénico o o Recuento [u] 5] 11 12 28

= ey % dentro de 0,0% 10,0% 18,3% 20,0% 15,3%
Concentracidn 2,40

1 Recuento 10 54 49 48 161

% dentro de 100,0% 90,0% 81, 7% 80,0% 84.7%
Concentracion 2,40

Total Recuento 10 G0 G0 G0 190

%% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Concentracion 2,40

Pruebas de chi-cuadrado

Significacidn
asintdtica

“Walor df (hilateral)
Chi-cuadrado de 4 5657 3 207
FPearson
Razdn de verosimilitud 6,126 3 106
Asociacidn lineal por 3,282 1 LOF0
lineal
M de casos validos 190

a. 1 casillas (12,5%) han esperado un recuento menor gque 5
El recuento minimo esperado es 1,53,

Mediante los resultados del analisis estadistico, el mejor tratamiento es el T3 (1 mg/L

2,4-D y 0,5 mg/L 6-BAP) al presentar un 100% de formacion de callo no organogénico.

3.1.
3.2.

3.3.  Preparacion de los extractos para los analisis del contenido de

fenoles y de la actividad antioxidante.

Este ensayo se realiz6 utilizando callo de hoja in vitro de 45, 55, 150 y 300 dias, de
hoja in vivo e in vitro, se observd el estado en que se encontraba el callo antes del

analisis, el de 45 y 55 dias tenia una coloracion blanquecina, se encontraba hidratado y



53

sin oxidacion, el callo de 150 dias tenia una coloracion amarillenta, y el callo de 300
dias se encontraba deshidratado y muy oxidado presentando una coloracién café oscura,

se lo considero muerto como se observa en la figura 23.

Figura 19. Callo utilizado para el analisis fitoquimico a) callo
de 45 dias, b) callo de 55 dias, ¢) callo de 150 dias, d) callo de
300 dias.

3.3.1. Contenido de fenoles

El contenido de fenoles se cuantificd usando el método de Folin- Ciocalteu, se
determind la concentracion de fenoles totales presentes en las muestras expresandolas en
mg fenoles/g muestra seca o fresca segun el caso; se prepar0 la curva de calibracion
utilizando como estandar el acido galico de la que se obtuvo la ecuacion 1, como se
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indica en la figura 24, a partir de la regresion lineal de los datos obteniendo un R
0,99919.

Los ensayos se realizaron por triplicado, y se presentan en la Tabla 10.

Ecuacion1 y = 1,28015 = 1073x — 4,786227 = 1072

[
[=n]

=]
[=y]

=] =]
FJd

=

A oy i S P an P P s L
1 r) 2 S c B Fi =2 0 1
i LU S i A i TR, S =R L

Figura 20. Curva de calibracién para la determinacion del contenido de

fenoles. Eje de las X (Concentracion), eje de las Y (Absorbancias).
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Tabla 20.
Datos del andlisis de la cuantificacién de fenoles totales.

. .. Promedio Contenido de o .
Muestra Absorbancias | Concentracién concentracion fenoles Desvllacmn
(A) (mg/L) ( mg fenoles/ | estandar
(me/L) g muestra)

0,713 598

hoja in vivo 0,690 579 591,67 56,35 10,97
0,713 598
0,267 345

hoja in vitro 0,400 343 345,67 32,34 3,06
0,393 349
0,332 296

callo 42 dias 0,336 299 296,67 0,59 2,08
0,331 295
0,318 291

callo 55 dias 0,297 288 293,33 0,47 6,81
0,291 301
0,195 189

callo 150 dias 0,198 192 195,00 0,33 7,94
0,214 204
0,11 124

callo 300 dias 0,12 131 130,67 0,21 6,51
0,127 137

El analisis del contenido de fenoles presentada en la figura 21 y 22, indica que el

extracto que presenta mayor concentracion es el de hoja in vivo (56,35 mg fenoles/g de
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muestra seca), seguido de la hoja in vitro (32,34 mg fenoles/g muestra seca) y
continuando con el callo de hoja de 42 dias (0,59 mg fenoles/g de muestra fresca), callo
de 55 dias (0,57 mg fenoles/g de muestra fresca), callo de 150 dias (0,33 mg fenoles/g de

muestra fresca), callo de 300 dias (0,22 mg fenoles/g de muestra fresca).

A medida que transcurre el tiempo el contenido de fenoles presentes en los callos va
decreciendo, lo cual se puede evidenciar por el aspecto que presentan desde un color
claro y fresco hasta un color oscuro y seco considerandolo como muerto, ademas que el
maximo contenido fendlico se presenta en la muestra in vivo probablemente debido a
que la planta esta bajo las condiciones climatoldgicas naturales, sometida a un mayor
grado de estrés y usa a los fenoles como defensa al estrés ambiental o causado por

patégenos.

= Seriesl

56,35

Contenido de fenoles

hoja in vivo hoja in vitro

Figura 21. Comparacion del contenido de fenoles de muestra in vivo e in

vitro de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.
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0,59

0,47

0,33

Contenido de Fenoles

| ———————— A ———————— A |

callo 42 dias callo 55 dias callo 150 dias callo 300 dias

= Seriesl

Figura 22. Comparacion del contenido de fenoles de muestras de callo a

diferentes tiempos.

3.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

El analisis de la capacidad antioxidante se realiz6 usando el reactivo 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazilo Ilamado DPPH. Se realiz6 una curva de calibracion mostrada en la figura
23, donde se obtuvo la ecuacion 2 con un R? = 0,99987.

Ecuacion 2. y =10,75903x — 1,765342 = 1072
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Figura 23. Curva de calibracion del DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo).

Eje de las X (Concentracion), eje de las Y (Absorbancias).
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Los ensayos se realizaron por triplicado y en la tabla 11, se detallan los valores de

absorbancias y las concentraciones obtenidas presentes en los extractos para secuestrar

los radicales libres DPPH.



Tabla 21.
Datos obtenidos en el analisis de la cuantificacion de la capacidad antioxidante.
Muestras Absorbancia | Concentracién | Porcentaje | Promedio DeS\{iacién
(A) (mg/L) DPPH (%) | DPPH estandar
blanco 0,006 0,001
control 0,429 0,041
0,089 0,008 79,254
hoja in vivo 0,099 0,01 76,923 77,70 0,001
0,099 0,009 76,923
blanco 0,078 0,007
control 0,429 0,041
. 0,112 0,011 73,893
hoja in
Vitro 0,175 0,017 59,207 69,00 0,003
0,112 0,011 73,893
control 0,478 0,026
blanco 0,000 0,000
0,077 0,022 2,796
Caé'izs‘lz 0,076 0,022 2,803 2,803 0,001
0,075 0,021 2,810
control 0,065 0,006
blanco 0,000 0,000
0,015 0,001 2,564
035'12855 0,015 0,001 2564 | 2769 0,000
0,003 0,001 3,179
control 0,478 0,026
blanco 0,000 0,000
0,117 0,017 2,517
Ca'(;?afo 0,116 0,017 2524 | 2519 0,000
0,117 0,017 2,517
blanco 0,000 0,000
0,184 0,011 2,050
cal(;?azoo 0,182 0,011 2,064 2,061 0,000
0,181 0,011 2,071

59
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En la tabla 11, se observan los datos de la actividad antioxidante, el extracto de hoja
in vivo reduce la concentracion del radicales libre DPPH en un 77,70%, el de hoja in
vitro 69 %, para comparar las muestras de hoja con las muestras de callo se realizd una
relacién con los 0,010 gramos pesados inicialmente, teniendo como resultados que el
callo de 42 dias reduce la concentracion del radicales libre DPPH en un 2,80%, el callo
de 55 dias un 2,77%, el callo de 150 dias un 2,52%, el callo de 300 dias 2,06% como se

indica en la figura 24 y 25; para comparar su actividad antioxidante.

Demostrando la alta capacidad de capturar radicales libres en los extractos de hoja y
que en el callo la capacidad antioxidante disminuye de igual manera con el tiempo

demostrando relacion con el contenido de fenoles presente en el mismo.

80

77,7

78

76

74

72

70

68

Porcentaje inhibicion de DPPH

66

64
hoja in vivo hoja in vitro

Figura 24. Porcentaje de reduccion de la concentracion de radical DPPH.
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callo 42 dias callo 55 dias callo 150 dias callo 300 dias

2,500

2,000

1,500

1,000

Porcentaje inhibicién de DPPH

0,500

0,000

Figura 25. Porcentaje de reduccion de la concentracion de radical DPPH

en callo.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Varios estudios realizados en la planta conocida como hoja del aire (Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers.) demuestran que esta especie tiene diferentes principios activos
ricos en: alcaloides, triterpenos, quinonas, glucésidos, flavonoides, cardendlidos,
esteroides, componentes fendlicos, bufadienolidos y lipidos, demostrando diversas
actividades farmacoldgicas tales como, antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral,
antihelmintica, antihipertensiva, insecticida y citotoxica (Nava, 2007; Phatak & Hendre,
2014; Bogucka-Kocka, et al., 2016).

Estudios del contenido de fenoles totales y de la capacidad antioxidante presentes en
esta planta a nivel in vitro no ha sido reportado, la bibliografia indica que existen
investigaciones a nivel in vivo demostrando que tiene muchas de las propiedades antes
mencionadas; por estas razones su estudio debe ser considerado de caracter prioritario
debido a que en los dltimos afios se ha demostrado que los antioxidantes naturales
descubiertos en las plantas han atraido cierto interés debido a su valor nutricional y

propiedades terapéuticas (Arash, et al., 2015).

El cultivo in vitro es una alternativa para el desarrollo de fitofarmacos debido a la
rapida produccion y extraccion de metabolitos secundarios a partir diferentes técnicas
como el cultivo de células, de drganos, elicitacion, entre otras; evitando barreras que
impidan la obtencién de dichos compuestos de forma pura, como es el caso de la
interferencia de la clorofila en la extraccion a partir de hojas de cultivo in vivo. (Cordell,
2003; Arash, et al., 2015).
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4.1. Desinfeccion e introduccién de los explantes

4.1.1 Contaminacion

Uno de los principales problemas dentro del cultivo in vitro es la contaminacion de
los explantes debido a que la planta madre constituye una fuente de agentes
contaminantes (Pérez, 1998). Lumsden et al., (2012), listan a varios tipos de
contaminantes como acaros, pulgones, insectos, virus, hongos, levaduras entre otros que
Ilegan a ser un problema grave en los cultivos, si ho han sido eliminados por completo
en el tratamiento fitosanitario y pueden causar molestias a lo largo de la investigacion,
por esta razén es importante seleccionar las plantas donadoras y mantenerlas en un

ambiente aislado en condiciones fitosanitarias y ambientales controladas.

En este estudio las plantas madres seleccionadas se encontraban sanas libres de
patdgenos, estas permanecieron en un mini invernadero dentro de la Universidad de las
Fuerzas Armadas - ESPE y se les aplicé un control fitosanitario durante un mes que
consistio en una aplicacion a nivel foliar con el fungicida local sistémico “benomil” al
0,5 % v/v, debido a que este es absorbido facilmente por la planta a través de sus hojas y
raices, se transporta por el xilema y se distribuye por los tejidos de la planta eliminando
cualquier patégeno (ICA, 2015), ayudando a disminuir la contaminacién en los

explantes a introducirse.
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La aplicacion de un tratamiento fitosanitario no es suficiente para garantizar un
cultivo libre de contaminantes, Ramirez et al., (2005), recomiendan usar agentes
desinfectantes que tienen la finalidad de destruir o inhibir el crecimiento de
microorganismos patogenos, sin alterar la estructura celular de los tejidos vivos, debido
a que estos interactian con la membrana celular del microorganismo, seguida de la
penetracion dentro de la célula y luego su accion sobre un blanco, alterando las

funciones normales del microorganismo.

El protocolo de desinfeccidon de los explantes previo a la etapa de introduccion es
fundamental para el éxito del cultivo in vitro, teniendo como objetivo eliminar todos los
microorganismos que se encuentren en la superfie del explante, sin que este sufra dafio y
comprometa su viabilidad para el establecimiento del cultivo (Pérez, 1998). Existen
diversas técnicas para el control de la contaminacion in vitro, tales como el uso de
desinfectantes, fungicidas y antibioticos en la planta madre, el explante y/o el medio de
cultivo (Pierik, 1990).

Los agentes desinfectantes mas empleados en la micropropagacion vegetal, teniendo
en cuenta su bajo costo, facil adquisicion y menor efecto fitotdxico sobre los tejidos son
el hipoclorito de sodio y el alcohol al 70%. Sin embargo, se utilizan también hipoclorito
de calcio, perdxido de hidrégeno, cloruro de mercurio, fungicidas, entre otros; su
eleccion dependera del tipo de tejido o la cantidad del agente patogeno en el explante
(Sanchez & Séenz, 2005; Brenes & Gullén, 2014).

El protocolo utilizado para la desinfeccion de explantes de hoja del aire (Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers.) en el estudio consistid en varios tratamientos con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio al 0,5%, 1% y 1,5% v/v con variaciones de los
tiempos de inmersion de 10 y 20 minutos, y con la combinacion de diferentes soluciones

como el fungicida benomil al 0,5% p/v y la solucién de detergente al 1% p/v.

Philips & Gamborg, (2005), comentan que el fungicida es aplicado para eliminar

cualquier patégeno que pudo atacar a la planta madre y no se elimind durante el control
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fitosanitario, mientras que el detergente se utiliza debido a que tiene la funcion de
disminuir la tensién superficial, favoreciendo el contacto entre el explante y el

desinfectante.

Segun Pérez (1998), el hipoclorito de sodio es uno de los desinfectantes mas
utilizados en el cultivo in vitro ya que actia como un potente agente germicida con
amplio espectro de actividad, frente a bacterias, esporas, hongos, virus y protozoos,
Sanchez & Saenz (2005), mencionan ademas que el hipoclorito de sodio tiene como
mecanismo de accién sobre los microorganismos la inhibicién de las reacciones

enzimaticas y desnaturalizacion de las proteinas.

En el estudio realizado por Santos, et al., (2014), se report6 un eficiente protocolo de
desinfeccion para explantes de hoja del aire (K. pinnata (Lam.) Pers.) combinando
soluciones de detergente 1% p/v durante 5 minutos, etanol al 70% v/v durante 1 minuto
e hipoclorito de calcio 1% p/v durante 30 minutos logrando un 80% de explantes libres
de contaminacién, confirmando la eficacia de estas soluciones desinfectantes para

controlar la proliferacion de microorganismos.

En esta investigacion tomando en cuenta los resultados obtenidos en los diferentes
analisis estadisticos, se determind que los mejores tratamientos para la fase de
desinfeccion evaluando la variable de contaminacion fueron los tratamientos con una
concentracion de hipoclorito de sodio al 1.5% y 1% durante 20 y 10 minutos de
inmersion respectivamente; para ambos casos teniendo entre el 80% - 70% de explantes

libres de contaminacion.

Ramirez et al., (2005), menciona que existe una estrecha correlacién entre la
concentracion del agente desinfectante y el tiempo necesario para matar una determinada
fraccion de la poblacion bacteriana o fungica, ademas Sanchez & Saenz (2005),
comentan que, refiriéndose al tiempo, no todas las bacterias 0 hongos mueren

simultaneamente, ni siquiera cuando se aplica un exceso del agente. Debido a eso no es
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conveniente la aplicacion en una concentracion alta por un menor tiempo de accion.
Santos, et al., (2014) afirman ademéas que mientras méas alta es la concentracion de
hipoclorito de sodio més efectiva es la desinfeccion del material vegetal, recalcando que
la concentracion de NaClO influye en el nivel de contaminacion por lo que la utilizacion
de una baja concentraciébn mostrara un explante contaminado. Segun los resultados
encontrados en este estudio la concentracion de NaClO al 1%, durante 10 minutos de
inmersion permite la adecuada desinfeccion de los explantes con un bajo porcentaje de

contaminacion.

4.1.2 Oxidacién

De los ensayos realizados al evaluar la variable de oxidacién se obtuvo como
resultados estadisticos que los explantes de hoja del aire desinfectados en
concentraciones elevadas de NaClO al 1.5 y 1% junto con el mayor intervalo de tiempo
(20 minutos) sufrieron oxidacion o necrosamiento en el tejido, siendo poco tolerante al
desinfectante en esta concentracion y tiempo de exposicion, siendo el mejor resultado
cuando se utilizé una concentracion de NaClO al 1% durante 10 minutos, mostrando un

menor grado de oxidacion de los explantes.

Azofeifa, (2009), indica que los procesos de oxidacion son causados principalmente
por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la asepsia del explante,
ademas de otros factores como los cortes que sufre el explante, composicion del medio
de cultivo, volumen y calidad del frasco de cultivo que pueden ayudar en la oxidacion de

los explantes.

Sanchez & Salaverria, (2004), manifiestan que la oxidacion es un problema bastante

frecuente en el cultivo in vitro teniendo como estrategias para evitar los procesos de
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oxidacion el uso de medio liquido, cambio del agente gelificante, uso de sustancias
antioxidantes al medio de cultivo y al explante, como &cido citrico, &cido ascoérbico,
carbdn activado, polivinil pirrolidona o PVP, entre otros, la sustitucion del regulador de

crecimiento, o disminuir la intensidad de la luz.

Factores ambientales como: intensidad de luz, cortes, herbicidas, senescencia,
patdgenos, metales pesados, lesiones, sustancias abrasivas pueden desencadenar el estrés
oxidativo (Pompeu, et al., 2008). La implementacién de subcultivos (transferencias)
frecuentes a un medio de cultivo fresco en poco tiempo se torna imperativo si el medio
de cultivo donde se encuentra el explante muestra indicios de oscurecimiento (Azofeifa,
2009).

La produccion de polifenoles también esta influenciada por los reguladores del
crecimiento agregados al medio de cultivo, no obstante, su efecto y relacion con el
oscurecimiento de explantes no es consistente, pues un mismo regulador que induce
oscurecimiento en una especie en otra no tiene igual efecto (Sanchez & Salaverria,
2004). Esto se debe, segln Sanchez & Saenz (2005), a las diferencias genéticas entre los
materiales, ademés sefialan, que un desbalance hormonal, debido al tipo, combinacién y
concentracion de reguladores del crecimiento agregados al medio de cultivo, puede
generar un estrés oxidativo, de tal manera, que las especies reactivas de oxigeno
generados alteran diferentes vias metabdlicas y respuestas fisiologicas del explante,
pudiendo incluso matarlo. Dentro de las auxinas, el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), y en las citoquininas, el 6-bencilaminopurina (6-BAP), son los reguladores que
cuentan con un mayor numero de referencias que asocian su uso con el problema del

oscurecimiento.

4.2. Induccién a callo
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El callo es un tejido desorganizado que nace a partir de una herida producida por un
corte o lesion en el explante, en este estudio se pudo observar el crecimiento a partir de
los 7 dias de realizada la siembra en los bordes de corte de la hoja y debido al
encorvamiento del explante, y a los 45 dias el crecimiento de tejido callogénico en toda

la superficie de la hoja (Bravo, 1999).

En general, un balance de auxinas y citoguininas en el medio de cultivo promueve la
induccion del callo, pero las respuestas a las interacciones de las diferentes clases de
reguladores de crecimiento varian segun, el explante y el genotipo (Santos, et al., 2014).
El regulador de crecimiento 2,4 D es la auxina mas frecuentemente usada en
callogénesis, las auxinas comienzan la division celular y controlan los procesos de

crecimiento y elongacion celular. (Nogueira, 2007).

En este estudio se comparo la actividad de la auxina 2,4 D y la citoquinina 6-BAP
donde se encontrd que para una concentracion de 1 mg/L de 2,4 D y 0,5 mg/L de 6-BAP
fue el mejor tratamiento para la induccion de callo no organogénico a partir de explantes
de hoja, sin embargo, y a pesar de que a concentraciones de 1 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L
de 6-BAP también se report6 la formacion de callo hubo en algunos explantes la
formacion de pequefas raices de color blanco, indicando que este no puede utilizarse
para la obtencion de metabolitos secundarios debido a que a estas concentraciones se

promueve la organogénesis indirecta.

Santos, et al., (2014), realizaron la callogénesis en K. pinnata, recomiendan que los
explantes de hojas deben cortarse en fragmentos de 1cm? y que contenga la nervadura
central, para favorecer la induccion de callo, reportando la formacion desde los 15 hasta
los 45 dias de realizada la siembra en toda la superficie del explante, mediante el uso de
los reguladores de crecimiento en concentraciones de 1 mg/L 2,4 D y 2 mg/L 6-BAP

obteniendo un 91% de callo.

Lopez et al., (2015), realizaron el establecimiento de callogénesis de Kalanchoe

Daigremontiana (Aranto) a partir de la obtencion de plantulas obtenidas a partir de
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explantes de hoja, obteniendo callo en combinacién de 0,5 mg/L de 2,4 D y 1 mg/L de 6-
BAP a los 14 dias de haber realizado la siembra, mientras que en concentraciones

mayores de 6-BAP se veia favorecida la generacion de brotes.

Otro estudio realizado por Thomé et al., (2004), sobre la micropropagacion de
Kalanchoe Blossefeldiana Poelin observaron el 100 % de callogénesis mediante el uso
de 1 mg/L 6-BAP y 0,3 mg/L de ANA (acido naftalenacético) con posterior

organogénesis.

Por otro lado, independientemente del explante utilizado, la edad de este tiene un rol
importante en el tipo de respuesta in vitro, segin Pérez (1998), la tendencia es emplear
tejidos indiferenciados o los mas jovenes posibles para obtener éxito en el cultivo de
callos, es por eso que para estos estudios se efectud la obtencién de callo con uso de

hojas jovenes.

Para los posteriores analisis se dejo el callo obtenido crecer durante varios meses y
otros se hicieron subcultivos cada 45 dias para comparar el contenido de fenoles y la
actividad antioxidante presente en estos, una de las principales diferencias mediante
observacién fue la coloracién, oxidacién y la forma del callo debido al transcurso del
tiempo como se visualiza en la figura 23. Siendo el callo de 300 dias (10 meses) de color

café oscuro, sin hidratacion y considerandolo como un tejido muerto.

George, et al., (2011), recomiendan realizar subcultivos en un nuevo medio cada 30 0
45 dias, después de conseguir la induccion de callo si se quiere aumentar el volumen de
un cultivo y evitar la oxidacion, separando pequefias fracciones de 2 a 5 mm por esta
razon se fraccionaron los callos inducidos a partir de hoja en un medio suplementado
conde 1 mg/Lde 2,4 Dy 0,5 mg/L de 6-BAP.

Pierik (1990), menciona ademas que es importante transferir fragmentos de tejido
visiblemente sano (sin contaminacion por hongos ni bacterias, sin necrosis, etc.), y

cuando esté establecido, es necesario cambiarlo a medio nuevo con una frecuencia que
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varie de2 a6 semanas, ya que la falta de transferencia lleva irremediablemente al
debilitamiento, intoxicacion y muerte del tejido.

4.3.  Preparacion de los extractos para los anélisis del contenido de
fenoles y de la actividad antioxidante.

Varios estudios realizados en Kalanchoe pinnata indican la presencia de varios
componentes, como alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, quinonas,
esteroides, antocianinas, bufadienolidos y alcaloides (Kamboj & Saluja, 2009; Cabrera,
et al., 2011; Rajsekhar, et al.,2016), y variada actividad farmacolégica como
antioxidante (Bhatti et al., 2012), anticancerigena (Devbhuti, et al., 2012; Mahata et
al.,2012), antiinflamatoria (Ojewole, 2005; Gupta, et al.,2010), antimicrobiana (Okwu &
Nnamdi, 2011), antiviral (Supratman, et al., 2001; Mabhata et al., 2012), anti-leishmania
(Muzitano et al.,2006; Muzitano et al., 2009), insecticida (Supratman, et al., 2000),
antialérgica (Cruz, et al., 2008), analgésica (Afzal, et al., 2012), antidiabética (Goyal, et
al., 2013).

Bhatti et al., (2012), recomiendan que las muestras de hojas previamente deben ser
limpiadas, secadas a temperatura ambiente y lejos de la luz del sol o secadas en una
estufa a una baja temperatura alrededor de 25 -30 °C. En este estudié las muestras de
hojas in vivo se secaron en la estufa marca Memmert a 30°C para acelerar el proceso de

secado durante 15 dias.

Calvopifia, et al., (2010), comentan que la presencia o ausencia de un metabolito
puede influir de forma determinante segln la época de recoleccién, el estado vegetativo
de la planta, las variaciones ocurridas por una deficiente recoleccion, secado y/o
conservacion, la concentracion de metabolitos, la solubilidad en el solvente empleado y

las interferencias de otros metabolitos.
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Bhatti et al., (2012), realizaron la evaluacion y comparacion del contenido de fenoles
y la actividad antioxidante de extractos de hojas de K. pinnata donde mencionan que el
proceso de extraccion juega un rol importante en la actividad de los extractos,
considerando la polaridad tanto del disolvente como la de los compuestos fenolicos

presentes en las muestras.

Para el aislamiento de sustancias vegetales se usa el método de extraccion liquido-
solido usando solventes para la maceracion de las muestras los mismos que pueden ser
polares o no polares como el metanol, etanol, benceno, cloroformo, entre otros (Avila,
2001). Los disolventes mas utilizados para la determinacion de compuestos fendlicos y
de la actividad antioxidante por el método de DPPH son elmetanol y etanol (Marinova
& Batchvarov, 2011). En esta investigacion para obtener el maximo contenido de
fenoles se macerd las muestras de hojas in vivo y de callo fresco en metanol al 80%.

Ricco, et al.,(2010), menciona que al utilizar un solvente de alta polaridad puede
ocurrir que se rompa la membrana celular y mejore la extraccion. Ademas, Jang, et al.,
(2002), menciona que el metanol podria reducir la actividad de las polifenoloxidasas,
enzimas propias de los tejidos vegetales, que catalizan la oxidacién enzimatica de los
compuestos fendlicos enddgenos y contribuyen al proceso de pardeamiento (oxidacion).

En el estudio planteado por (Kamboj & Saluja, (2009), mencionan, que el contenido
de fenoles y la capacidad antioxidante depende del tipo y la polaridad del solvente y que
los solventes méas polares presentan un mayor contenido fenodlico y mayor actividad

antioxidante.

La cuantificacion del contenido de fenoles mostrd que en los extractos analizados
existe una concentracion de 56,35 mg fenoles/g de muestra seca para hoja in vivo, 32,34
mg fenoles/ g muestra seca para hoja in vitro, 0,59 mg fenoles/g muestra fresca para el
callo de 42 dias, 0,47 mg fenoles/g muestra fresca para el callo de 55 dias, 0,33 mg
fenoles/ g muestra fresca para el callo de 150 dias (5 meses) y 0,21 mg fenoles/ g

muestra fresca para el callo de 300 dias (10 meses).
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En la investigacion realizada por Asiedu-Gyekye, et al., (2012), demuestran que el
extracto en metanol de K. pinnata a partir de hoja contiene flavonoides mientras que el

extracto acuoso contiene otros compuestos fenolicos.

Estudios realizados por Muzitano et al., (2006) y Asiedu-Gyekye, et al., (2012), han
identificado que K. pinnata contiene compuestos polifenolicos tales como flavonoides
y acidos fendlicos (p-hidroxicindmico, cafeico, p-cumarico, ferulico, p-hidroxibenzoico,
quercetina, kaempferol, luteolina, astragalina, rutina y patuletina). Por otra parte en la
investigacion por Bogucka-Kocka, et al., (2016), demostraron que los extractos de K.
pinnata y K. daigremontiana poseen compuestos fendlicos encontrando al acido ferulico
y protocatequidico un acido dihidroxibenzoico en mayor concentracion, siendo estos los
responsables de la actividad antioxidante.

Nascimento, et al., (2013) mencionan que K. pinnata es rica en compuestos fenolicos,
las cuales son responsables de algunas de las actividades bioldgicas de la especie y que
el potencial antiinflamatorio y cicatrizante de esta especie puede ser el resultado de la
actividad antioxidante proporcionada por estos compuestos, ademas que los flavonoides
y otros polifenoles exhiben una actividad antioxidante reduciendo la concentracion de
especies reactivas de oxigeno. Encontrando a la quercetina en mayor concentracion por
determinacion de HPLC Y TLC.

Bhatti, et al., (2012), en su estudi6 al comparar el contenido de fenoles y de
flavonoides de varios extractos de K. pinnata encontraron el siguiente orden siendo el
etanol el mejor solvente seguido de acetona, cloroformo y el benceno; y que el alto
contenio de fendles puede explicar la alta actividad antioxidante obteniendo un 64,4% de

reduccion de radicales libres DPPH con el extracto de etanol.

Cabrera, et al., (2011), manifiestan que el ensayo Folin-Ciocalteu ha sido utilizado
durante muchos afios como una medida del contenido en compuestos fenolicos totales en
productos naturales y Rice-Evans, et al., (1997), comentan que la mayor parte del
potencial antioxidante en las plantas se debe a las propiedades redox de los compuestos
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fendlicos que actian como agentes reductores, por la capacidad de eliminar los radicales
libres, quelar iones metalicos, actuar como cofactores de las enzimas que catalizan las

reacciones oxidativas, inhibicion de las oxidasas y estabilizacion de los radicales libres.

Para determinar la actividad antioxidante por el método de DPPH el rango de
longitudes de onda varia entre los 525 y 540 m (Bogucka-Kocka, et al.,2016), en este
estudio se midi6 a 517 nm donde presenta su maxima absorcion. La solucion de DPPH
ademas se prepar6 minutos antes de realizar el ensayo, debido a que este compuesto se
degrada rapidamente por efectos de la luz y la temperatura (Marinova & Batchvarov,
2011).

Los resultados de la capacidad antioxidante muestran que el extracto de hoja in vivo
redujo la concentracion de radicales libres DPPH en un 77,70%, la hoja in vitro un 69%,
el callo de 42 dias un 84,10%, el callo de 55 dias un 83,08%, el callo de 150 dias (5
meses) un 75,59% y el callo de 300 dias (10 meses) un 65, 85%.,

En la literatura Kalanchoe pinnata se ha caracterizado por tener altos porcentajes de
inhibicién de DPPH, en el estudio de Asiedu- Gyekye, et al., (2012), alcanzé un 84 %,
en otro estudio realizado por Bhatti, et al., (2012), mostré un 64,4% en solucion de
etanol; demostrando que la actividad antioxidante incrementa con el incremento de la

concentracion utilizada en los analisis.

En la investigacion realizada por Sharadanand & Subhash, (2015), analizaron la
actividad antioxidante de fracciones ricas en flavoniodes, fenoles y saponinas de hojas
frescas de K. pinnata mediante diferentes métodos, encontrando relacion entre el
contenido de fenoles y la capacidad antioxidante, comentan que los compuestos
fenolicos y flavonoides podrian ser responsables de los potenciales antioxidantes de esta

planta pero debe realizarse una evaluacion adicional de su bioactividad.

Ricco, et al., (2010), mencionan que los fenoles juegan un rol importante en la

captacion del radical DPPH, demostrandose asi la actividad antioxidante, confirmado
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por Herndndez, et al., (2012) que menciona que la actividad antioxidante depende
moderadamente de su contenido de fenoles. Debido a esto, diferentes estudios los
relacionan; considerando que cada compuesto fendlico contribuye de forma y
proporcion diferente. Sendra et al., (2006) comentan ademas que la actividad
antioxidante puede depender del tipo (posicion y namero de hidroxilos en la molécula),
concentracion de compuestos fendlicos, y de la presencia de metales de transicion.

Al comparar la concentracion de fenoles totales y la actividad antioxidante entre el
callo de 45 y 55 dias, y el de 300 dias (10 meses); se puede decir que mientras mas
tiempo se mantiene el callo, van a disminuir sus componentes fenolicos, debido a las
caracteristicas que presenta este al transcurrir el tiempo porque actian enzimas oxidasas
que ayudan a su fenolizacion y por su aspecto puede ser considerado como oxidado o

muerto, y que su actividad antioxidante es menor.

Segin Hernandez & Gonzéles (2010), indican que la acumulacion de sustancias
fendlicas liberadas por el tejido vegetal en el medio de cultivo, son con frecuencia
inhibidores del crecimiento y constituyen uno de los problemas mas frecuentes
asociados con la propagacion clonal, ya que alteran y deterioran la composicién guimica
del medio de cultivo, causando progresivamente la muerte del material vegetal, ademas
Azofeifa (2009), menciona que la oxidacion u oscurecimiento de tejidos, se puede
definir como la oxidacién de compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol
oxidasa (PPO) para producir quinonas, son especies quimicas muy reactivas y propensas
a reaccionar, generando dafio e incluso la muerte celular. Gonzéles et al., (2000),
menciona también que la variacion del callo en su aspecto general depende del tejido

madre, la edad y las condiciones de crecimiento a las que se mantenga.

En la presente investigacion se analizo el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante de hoja del aire (Kalanchoe pinnata Lam. (Pers.)), mediante el uso del
cultivo in vitro y se compar6 con la planta cultivada en condiciones in vivo, se comprobd
la aplicabilidad de la técnica de cultivo in vitro para la cuantificacion y produccion de

metabolitos secundarios a partir de callo; encontrando que el callo de menor tiempo
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presenta alta capacidad antioxidante y conforme transcurre el tiempo este pierde sus
funciones disminuyendo el contenido de fenoles y la actividad antioxidante al superar el
80% de captacion de DPPH, considerando la planta como una fuente natural de

antioxidantes

CAPITULO 5. CONCLUSIONES

5.1. Conclusiones.

1. El mejor tratamiento de desinfeccion de explantes fue el que utiliz6 una solucion
de hipoclorito de sodio al 1 % v/v con 10 minutos de inmersion en los que se observé
bajo indice de contaminacién bacteriana o fldngica y de oxidacion fenodlica

considerando los explantes viables para la etapa de induccion de callo.

2. El uso de la auxina 2,4 D resulto favorable para la induccion de callo friable a
partir de explantes de hoja teniendo como mejor tratamiento para la induccién vy
obtencion de callo el tratamiento T3 (0,5 mg/L BAP y 1 mg/L 2,4 D); ya que a los 45

el crecimiento del callo cubria todo el explante.
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3. EL método Folin-Ciocalteu para la determinacion del contenido de fenoles
demostr6 que los extractos de hoja in vivo presentan una concentracion de fenoles de
56,35 mg fenoles/g muestra seca, hoja in vitro de 32,34 mg fenoles/g muestra seca; en
los callos a medida que transcurre el tiempo el contenido de fenoles va decreciendo, lo
cual se puede evidenciar por el aspecto y coloracion , presentando una concentracion
de 0,59 mg fenoles/g muestra fresca a los 42 dias, 0,57 mg fenoles/g muestra fresca a
los 55 dias, 0,33 mg fenoles/g muestra fresca a los 150 dias (5 meses), 0,21 mg
fenoles/g muestra fresca a los 300 dias (10 meses); evaluando la capacidad
antioxidante en el extracto de hoja in vivo redujo la concentracion de radical DPPH en
77,70 %, el de hoja in vitro un 69%, el callo de 45 dias un 84,10 %, el callo de 55 dias
un 83,08%, el callo de 150 dias un 75,59% y el callo de 300 dias un 65,85%

demostrando que el callo posee la capacidad de capturar radicales libres.

CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

6.1. Recomendaciones.

1. Se recomienda realizar ensayos adicionales para la conservacion de este material
vegetal, como un tamizaje fitoquimico o la cromatografia en capa fina (CCF), para

identificar los principales metabolitos secundarios presentes en la hoja y el callo.

2. Se sugiere realizar la determinacion del IC50 que mide la cantidad antioxidante
necesaria para disminuir en un 50 % la absorbancia inicial del DPPH.
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3. Se aconseja que se continue con el estudio de los metabolitos secundarios de hoja
del aire (Kalanchoe pinnata Lam, (Pers.)) a nivel in vitro; ya que estd planta posee
principios activos que pueden ser utilizadas con fines biomédicos como son los
compuestos fendlicos que actian como antioxidantes y son capaces de capturar

radicales libres.

4. Se recomienda evaluar la técnica de elicitacion o biotransformacion que son los
métodos mas efectivos establecidos en procesos a gran escala para inducir la expresion
de genes asociados con enzimas responsables de la sintesis de metabolitos secundarios,
para evaluar y comparar la concentracion de metabolitos secundarios producidos por el

callo.
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