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Vaccinium corymbosum L. var Biloxi

https://ecuablue.farm/img/choose/08.jpg
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5 INTRODUCCION

Cultivo in vitro de Vaccinium corymbosum L. var Biloxi
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INTRODUCCION
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2017; Trigo et al., 2020)




Estrés oxidativo y mecanismos de defensa de las plantas
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del extracto de hoja de Moringa oleifera Lam como protector del
estrés oxidativo y promotor de crecimiento en el caracter antioxidante y regeneracion
In vitro de explantes de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi.

Objetivos Especificos

Obtener un extracto a partir de hojas de Moringa oleifera Lam mediante un proceso de maceracion utilizando etanol
como solvente.

Determinar la concentracion optima de extracto de hoja de Moringa oleifera Lam para promover el crecimiento y la
produccion de antioxidantes en callos y plantulas de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi.

Comparar el crecimiento in vitro de los explantes de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi con aplicacion de extracto de
moringa mediante el coeficiente de Pearson.

Identificar los compuestos fendlicos totales, flavonoides y caracter antioxidante presentes en Vaccinium corymbosum L.
cv. Biloxi mediante la técnica de Folin-Ciocalteau, método colorimétrico de Cloruro de Aluminio, DPPH, ABTS y FRAP

respectivamente. {\’ ) E S p E
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HIPOTESIS

La aplicacion del extracto de hoja de Moringa oleifera Lam en el
medio de cultivo para Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi promueve
la formacidn de compuestos antioxidantes y la regeneracion in vitro

de explantes de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi.

@ESPE

(Owens, 2018; Paz, 2022) UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA




11

Materiales y
Metodos




MATERIALES Y METODOS

Obtencién y Cultivo in vitro de V. Determinacion de la
tratamiento de las corymbosum L. cv Capacidad
muestras Biloxi Antioxidante
® @ ® ® ® @
Preparacion del Determinacion de Andlisis estadistico
extracto etandlico de Compuestos
hojas de M. oleifera. Antioxidantes

., . Preparacion del extracto etanolico de hojas de M. oleifera
Recoleccion material vegetal

= ’ Se mezclaron 50 g de hojas pulverizadas de M. oleifera Lam con 500
Secado por D \ mL de etanol al 80%, luego se filtraron por millipore 0.22 pm

aireacion
Calteaah i

Pulverizacion

Cultivo de Moringa en

Extracto de

Guasaganda Hoja de
Explantes utilizados para la micropropagacion Mga_,
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(Yap et al., 2021); Mashamaite et al., 2022); Nihayati & Najah, 2021)
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N MATERIALES Y METODOS

Cultivo in vitro de V. corymbosum L. cv Biloxi

Frascos de cultivos experimentales colocados en la

Sragisns = sala de crecimiento.

vitro v
—
de los medios

de cultivo Tejido Vegetal

experimentales —_— F:r;,pagacién )

en cabina de
flujo

_\,\ ‘ Preparacion

.~ || delmaterial Introduccion

Preparacion

Ajuste de pH del medio de cultivo Tamafo del corte del explante entre 1,5 a 2 cm.

~ [ ] N ~{

pH=5.2

CO =0.5ppm
zeatina
Cl=25ppmZM
C2=2ppm ZM
C3=1.5ppm ZM

Evaluacion de parametros de crecimiento: Peso
fresco, Tasa de propagaciéon y longitud media
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MATERIALES Y METODOS

Determinacion de Compuestos Antioxidantes y capacidad antioxidante

W
/ "
Medicion de = -
absorbancias en l Ensayos para Dilucion en etanol para
espectrofotometro antioxidantes obtener el extracto

\ 3 y e I
Se obtuvo 1 g de cada
tratamiento experimental

* TPC — Contenido total de fenoles — mg GAE / g fw

FOLIN-CIOCALTEU
Método colorimétrico de AICI3
ABTS

* TFC — Contenido total de flavonoids — mg QE / 10 g fw

» Capacidad antioxidante de inhibicion de radicales - umol TROLOX /g fw

» Capacidad antioxidante de inhibicién de radicales - pmol TROLOX / g fw
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* Poder reductor de iones de hierro umol Fe 2+/ g fw

(Mihai, Landazuri-Abarca, et al., 2022; Madaan et al., 2011; Shimamura et al., 2014; Mingle & Newsome, 2020;

Ibrahim & Jaafar, 2011)



MATERIALES Y METODOS

Diseno factorial

Anlisi .
anidado 2x3y 2x2 nalisis de varianza

Anova para Rangos
Alineados

Correlacion Pearson

U9 Studio
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Evaluacion de parametros de crecimiento:

Peso fresco, Tasa de propagacion y ( h
longitud media Los principales problemas: oxidacion de los explantes y una baja tasa de
multiplicacion mientras que los brotes crecen demasiado.
Moringa -#- CO - C1 -# C2 - C3
\. J
o 4 N\

Nikoloff (2015) explica: oxidacidn esta relacionada con diversos estresores
provocados por el efecto abrasivo causado por agentes desinfectantes, cortes del
explante, cambios en el pH, composicién del medio de cultivo, entre otros

\. J
4 )

Mientras que excesivo crecimiento se basa en concentraciones muy altas o bajas
de citoquinina, segin Ngomuo et al. (2013)

\. J

Uso de etanol 80%. Se prefieren
se prefiere la combinacién de
etanol y agua a la de los demas
solventes en moringa (Abebe,
2023), ya que contiene muchos
grupos funcionales. El disolvente
binario etanol-agua no ha afiadido

Parametro

ANOVA no paramétrico ART  Comparacion de grupos (Tukey)

Analysis of variance of Aligned Rank Transformed Data

Table Type: Anova Table (Type IIT tests)
Model: No Repeated Measures (1m)
Response: art(trat)

32
]

del medio

24

f Df.res F value Pr>F)
1 factor(assay) 2 48 192,930 < 2.22e-16 *¥*

; ninguna toxicidad pero ha
2 factor(Moringa) 3 48 61,987 < 2.22e-16 *** 5 o
3 factor(Assay):factor(Moringa) 6 48 65.807 < 2.22e-16 ¥+ mejorado el proceso de eXtraCC|0n,
Signif. codess 0 14407 0,001 Y 0.01 4 0.05 1.0 0.1 " 1 Eh pero puede resultar estresor para

explantes

Composicion

Means
1.6
1

0.8
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Determinacion de Compuestos Antioxidantes

ANOVA anidado para valores de composicion antioxidante (TPC y TFC)

Determinacion de Fenoles y Flavonoides

IS

Antioxidant Compounds

[}

Moringa = CO -~ C1 = C2 = C3

RESULTADOS Y DISCUSION

Correlacion de Pearson
> #ver resumen del resumen de anOvA anidado

> summary(nest) 2 &
& & & & & 1
. . . Io

Df Sum Sq Mean Sg F value  Pr(>F)

1114.63 114,63 5440.78 < 2e-16 #**
berries$assay: factor(berriesSMoringa) 6  3.31 0.55 26,15 2.04e-07 ***
Residuals 6 0.34 0.02

1 - .
Signif. codes: 0 ***#' 0,001 ***' 0.01 “*' 0.05 *." 0.1 * "1

berries$assay

s

a) TPC

Determinacion de Capacidad antioxidante

b) TFC

[3avey \-" “N "‘1

80

60

Actividad antioxidante en umol/g dw

TPC

TFC

Assay

Moringa = c0 =

C1 = Cc2 = C3

ANOVA anidado para valores de capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP)

a a a DPPH
b
_ i L i j 025
5 -
~
<
g o
5 3 - .
-
= |
~
w | & & 6 6
< r T T 1
c1 cs co cz

Levels

Importancia del mecanismo de defensa para reducir la
muerte celular programada (Fujita & Hasanuzzaman, 2022)

> #ver resumen del resen de ANOVA anidado
> summaryinest)

N\

DOf Sum Sq Mean 59 F value  Pr(>F)
berriesliassay 2 15317 7658 972080 < 2e-16 *+*
berriesliassay: factor(berriesliMorings) 9 236 26 33.29 2.0%e-11 #**
Residuals P U] 1

Los factores ambientales pueden afectar la produccion de
antioxidantes y metabolitos secundarios (Maury et al.,
2020)

Segun Samec et al. (2021), la ruta biosintética de los
fenilpropanoides generalmente se activa en condiciones

signif. codes: 0 =7 001 AT O01 T 005 01T

ambientales nocivas de estrés abiético que da como
resultado la acumulacién de varios compuestos fendélicos

Means
544
.
.

El extracto de moringa contiene quercetina, beta-sitosterol,
kaempferol y &cido cafeoilguinico ademés de minerales
gue incluyen hierro, potasio, calcio, cobre, zinc, magnesio,
manganeso, etc. (Paikra et al., 2017)

398

AN N4

DPPH

FRAP

52

Levels

ESPE
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Se obtuvo un extracto de M. oleifera Lam mediante maceracién con etanol al 80% que se utilizé en la composicion de los medios de cultivo experimentales.

El extracto incidié en el crecimiento in vitro de los grupos experimentales al actuar como un bioestimulante y promotor del crecimiento en los explantes que fueron
evaluados durante 30 dias, encontrando que a una concentracion de 2 ppm y de 2.5 ppm de Zeatina en Moringa los explantes tenian un desarrollo favorable, pero menor
al grupo control. Los valores mas altos para los grupos experimentales C1 y C2 fueron Peso fresco (C1 = 0.0197+0.000228 g, C2 = 0.0196+0.0002593 g), Tasa de
propagacion (C1 = 0.54+0.0799 u, C2 = 0.44+0.1356 u) y Longitud media de los brotes (C1 = 0.399+0.0934 cm, C2 = 0.201+0.0993 cm).

La composicién de antioxidantes se evalué mediante la determinacion del contenido total de fenoles y el contenido total de flavonoides en las muestras vegetales. Las
concentraciones mas altas se registraron en los grupos control (C0) y experimentales C1 y C3, mientras que se encontré que el contenido total de fenoles y flavonoides
presentes en el grupo experimental C2 (TPC = 4.48765 + 0.14705 mg GAE/g fw, TFC = 0.6991 + 0.01738 mg QE/10g fw) presenté los valores mas bajos.

Se determiné que el caracter antioxidante mas bajo lo presenté el grupo experimental C2, con valores de DPPH (75.76309 £ 0.31714 pumol TROLOX/g fw), ABTS
(28.30978 £ 0.22088 umol TROLOX/g fw) y FRAP (39.3145 + 1.09317 umol Fe3*/g fw), valores relacionados con una menor exposicion a los factores de estrés oxidativo.

Los resultados del contenido total de fenoles y flavonoides presentaron concordancia con los resultados de capacidad antioxidante. Mediante los coeficientes de Pearson
se registro una correlacion positiva alta entre los antioxidantes generados durante el crecimiento in vitro frente a la capacidad antioxidante.

En conclusion, se determiné que el extracto de hoja de Moringa oleifera Lam tiene un efecto bioestimulante, promotor del crecimiento, debido a la presencia de la hormona
vegetal de crecimiento zeatina y minerales, y como protector del estrés oxidativo gracias a sus propiedades antioxidantes en el cultivo in vitro de Vaccinium corymbosum
L.
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