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Resumen
La produccién de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) en Ecuador se ha documentado
recientemente en los Ultimos afios. La variedad Biloxi de arandano presenta el mejor
desempefio agronémico, debido a que estan influenciados por su potencial genético
inherente a la variedad, y es de alto interés comercial ya que es una de las bayas con
diversas propiedades nutracéuticas. Varios estudios se han centrado en el medio de cultivo
adecuado para la rapida propagacion de esta especie. El uso del extracto de Moringa
oleifera Lam se considera una alternativa prometedora ya que mejora el crecimiento vegetal
al aliviar las deficiencias de macro y micronutrientes de las plantas y promueve el
crecimiento debido a la presencia de cantidades mejoradas de zeatina. Los explantes se
extajeron del cultivo in vitro de arandanos biloxi en medio de cultivo Anderson
Rhododendron — AN (Anderson, 1980), se ajustd el pH del medio a 5.2 y se esteriliz6 en
autoclave a 1 kg* cm (15 psi), 121°C, durante 20 min. El extracto de moringa y la zeatina
se filtraron mediante millipore 0.22 ym. Los parametros de crecimiento se determinaron
transcurridos 30 dias de la introduccion del cultivo. El contenido total de fenoles se
determiné mediante la prueba de Folin-Ciocalteu y el método colorimétrico del cloruro de
aluminio se uso6 para evaluar el contenido total de flavonoides. La capacidad antioxidante se
evalu6é mediante los métodos de DPPH, ABTS y FRAP. Se determind 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 al
igual que en capacidad antioxidante con valores de DPPH (75.76309 + 0.31714 pmol
TROLOX/g fw), ABTS (28.30978 + 0.22088 umol TROLOX/g fw) y FRAP (39.3145 +
1.09317 umol Fe**/g fw), valores relacionados con una menor exposicion a los factores de
estrés oxidativo. Se determind que el extracto de hoja de Moringa oleifera Lam tiene un
efecto promotor del crecimiento y como protector del estrés oxidativo gracias a sus
propiedades antioxidantes en el cultivo in vitro de Vaccinium corymbosum L.

Palabras clave: Moringa, Arandano Biloxi, in vitro, bioestimulante, fenoles.
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Abstract
Blueberry (Vaccinium corymbosum L.) production in Ecuador has been recently documented
in present years. The Biloxi blueberry variety presents the best agronomic performance,
since it is influenced by its genetic potential inherent to the variety, and it is of high
commercial interest since it the major berry with various nutraceutical properties. Several
studies have tested the proper culture medium for the rapid propagation of this species. The
use of Moringa oleifera Lam extract is considered a promising alternative as it improves
plant growth by alleviating macro- and micronutrient deficiencies of plants and promotes
growth due to the presence of enhanced amounts of zeatin. The explants were extracted
from the in vitro culture of biloxi blueberries in Anderson Rhododendron — AN culture
medium (Anderson, 1980), the pH of the medium was adjusted to 5.2 and sterilized in an
autoclave at 1 kg-1 cm-2 (15 psi), 121°C, for 20 min. The moringa extract and zeatin were
filtered through a 0.22 um millipore. The growth parameters were determined 30 days after
the introduction of the culture. The total phenolic content was determined by the Folin-
Ciocalteu assay and the colorimetric method of aluminum chloride was used to evaluate the
total flavonoid content. The antioxidant capacity was evaluated using the DPPH, ABTS and
FRAP methods. It was determined that the total phenolic and flavonoid content present in
the experimental group C2 (TPC = 4.48765 + 0.14705 mg GAE/g fw, TFC = 0.6991 +
0.01738 mg QE/10g fw) presented the lowest values as well as antioxidant capacity with
values of DPPH (75.76309 = 0.31714 umol TROLOX/g fw), ABTS (28.30978 + 0.22088 umol
TROLOX/g fw) and FRAP (39.3145 + 1.09317 pumol Fe3+/g fw), which are related to lower
exposure to oxidative and stress factors. It was determined that the Moringa oleifera Lam
leaf extract has a growth-promoting effect and protects against oxidative stress thanks to its
antioxidant properties in the in vitro culture of Vaccinium corymbosum L.

Keywords: Moringa, Blueberry var Biloxi, in vitro, biostimulant, phenols.
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes

El arandano pertenece a la familia Ericaceae, género Vaccinium, y tiene una notable
capacidad antioxidante, tres veces mayor que la fresa o la frambuesa y contenidos
significativos de antocianinas, flavonoides (Cortés-Rojas et al., 2016) y acido clorogénico,
por lo cual son considerados un super alimento por poseer un gran potencial en el
tratamiento del cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y la demencia
(Pascoa et al., 2019).

El arandano es uno de los cultivos de bayas de mayor importancia comercial. Se
cultiva principalmente en Estados Unidos y Canadd y la produccion de este cultivo ha
aumentado en respuesta a la mayor demanda de alimentos saludables por parte de los
consumidores, puesto que se considera un alimento rico en antioxidantes (Prodorultti et al.,
2007). Entre el 2000 y el 2010, el cultivo de arandano a nivel global aument6 en un 275%,
mientras que en América latina se ha experimentado un fuerte auge en la producciéon de
arandano, especialmente mediante la propagacion vegetativa por cultivo de tejidos o
micropropagacion (Brenes Angulo et al., 2015).

La produccion de arandanos en Ecuador se ha documentado en los ultimos afios
con datos incipientes al ser un cultivo recientemente introducido al pais. Se cultiva en climas
de Sierra y Costa, en zonas de altas temperaturas por el dia y bajas en las noches (P.
Gonzalez, 2018). En Ecuador el cultivo inicio en el afio 2016 y se ha incrementado desde el
2021 en las provincias de Carchi, Imbabura, Cotopaxi, Tungurahua y Azuay con 50
hectareas en produccion ya que estas provincias son aptas para este cultivo no tradicional
(Redaccion Sierra Norte (1), 2021). La variedad Biloxi de arAndano presenta el mejor
desempefio agronémico, debido a que estan influenciados por su potencial genético
inherente a la variedad, segun estudios previos realizados en el Ecuador (Villegas-Lozada,
2021). El arAdndano es una de las bayas con diversas propiedades nutracéuticas, de las
plantas mas ricas en nutrientes, fibra, vitaminas y componentes antioxidantes

pertenecientes a los flavonoides y acidos fenélicos con propiedades funcionales relevantes
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para la salud, ya que disminuyen el riesgo de enfermedades cardiacas, diabetes y
neurodegeneracion (Cabrera, Carlier, & Marina Zapata, 2021; Kalt et al., 2020; Silva et al.,
2020). El mercado de frutos de ardndano (Vaccinium corymbosum L.) ha experimentado un
incremento en la demanda en los Ultimos 10 afios, ubicandolo a nivel mundial como el
cuarto fruto de importancia econdémica debido a sus propiedades (Villegas-Lozada, 2021).
La demanda de los consumidores de ardndanos se ha disparado a nivel mundial, lo que ha
llevado a un aumento de la produccién a una tasa anual promedio del 6.1 %, mientras el
area de plantacion de arandanos también aument6 un 12.1 % y se espera que aumente un
25.3 % en los préximos afos (Krishna et al., 2023).

Varios estudios han examinado el cultivo in vitro de arandanos y muchos se han
centrado en el medio de cultivo adecuado para la rapida propagacion de esta especie
(Georgieva & Kondakova, 2021). El medio de cultivo de tejidos vegetales contiene todos los
nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas, dado que se
compone principalmente de macro y micronutrientes, vitaminas, aminoacidos u otras
fuentes de nitrégeno, carbohidratos o azUcares, agentes gelificantes en caso de medio
sélido y reguladores del crecimiento vegetal (Chimdessa & Agricultural, 2020; Hussain,
2012).

La micropropagacion de especies de arandano a partir de meristemos axilares, asi
como la organogénesis de brotes a partir de explantes de hojas con diferentes reguladores
del crecimiento de las plantas, han sido bien establecidas, no obstante, algunos tipos de
dificultades que pueden presentarse son el bajo contenido de oxigeno, hiperhidricidad en
los regenerantes, la formacion de callos no deseados en las bases (Debnath & Goyali,
2020a). Durante las diferentes fases del cultivo in vitro, los tejidos de las plantas pueden
estar expuestos a algunas tensiones que nunca se encuentran en sus habitats naturales,
entre los que se encuentran la contaminacién patdgena y el pardeamiento, no obstante, se
conoce que los métodos de desinfeccion, las composiciones de los medios de cultivo y las
condiciones de luz son variables que se requieren controlar para prevenir el estrés

(Taghizadeh & Dastjerdi, 2021).
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La planta de Moringa (Moringa oleifera Lam) se encuentra entre una de sus 13
especies que pertenece al género Moringa y la familia Moringaceae (F. Gonzalez, 2018),
descrita como la planta milagrosa, puesto que los aceites y hojas de moringa contienen
algunos de los antioxidantes mas potentes y tienen concentraciones mas altas de minerales
biodisponibles como hierro, calcio, acido fendlico y vitaminas como vitamina A, C, riboflavina
y betacaroteno (Mehmood et al., 2021). Mas alla de los usos de la Moringa como alimento y
para la salud humana, existen otros posibles usos ya que, como explica Leone et al., (2015)
se puede utilizar como potenciador natural del crecimiento de las plantas y aumentar el
rendimiento de los cultivos, pues, de hecho, las hojas son ricas en zeatina (Bakry et al.,
2021), una hormona vegetal que pertenece al grupo de las citoquininas que estan
involucrados directa o indirectamente en diferentes procesos fisiol6gicos de las plantas,
como la regulacion de la germinacion de semillas, elongacion y proliferacion de brotes, la
induccién de la floracién, la fructificacion y el cuajado de semillas, y la senescencia (Aremu
et al., 2020).

Justificacién del problema

La produccién comercial de arandanos se basa mayormente en variedades o
cultivares de V. corymbosum L., que requieren horas de frio de acuerdo a su division, y que,
ademas, poseen un alto contenido de antioxidantes que tienen diferentes efectos
terapéuticos: antiulceroso, antitumorales, antiinflamatorios y antioxidantes (Brenes Angulo et
al., 2015).

Las frutas producidas en paises de zonas templadas se asemejan a las frutas
producidas en la sierra ecuatoriana bajo grandes inversiones econémicas que requieren una
alta capacitacion, por lo que no existe una produccién representativa que promueva la
exportacion debido a la poca tecnificacion (Galarza, 2019). Por lo que la produccion de
arandano en las provincias de la sierra es una alternativa viable y accesible que tiene el
potencial de satisfacer tanto las necesidades econémicas de los agricultores como la
demanda en productos saludables para los consumidores.

Una ventaja competitiva que tiene Ecuador frente al mercado mundial son las
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condiciones del medioambiente y un clima similar durante todos los meses que permite
recoger cosecha en cualquier época y supone un nicho econémico potencial (P. Gonzalez,
2018). En los ultimos afios, el interés en la produccién mundial de arandano ha
incrementado debido al alto valor nutricional y los beneficios para la salud, por lo que al ser
una planta de alta calidad, el establecimiento de plantaciones presupone la adopcion de
técnicas modernas de propagacion (Ruzi¢ et al., 2012).

Los ardndanos se propagan tradicionalmente a través de esquejes, no obstante, no
son eficientes para aumentar los propagulos para la introduccién comercial y pueden traer o
propagar patdgenos (Qiu et al., 2018). La aplicacion de métodos de cultivo de tejidos
vegetales para la propagacion in vitro de arandano es una tecnologia importante para la
produccién de plantas sanas, fuertes y genéticamente idénticas, que supone una ventaja
cientifica y comercial (Georgieva & Kondakova, 2021).

El papel estimulante de la micropropagacién en el aumento del contenido fendlico
podria deberse a los reguladores del crecimiento, como las citoquinas que en combinacion
con auxinas incrementa significativamente la produccién de antioxidantes (Debnath &
Goyali, 2020b). No obstante, la menor disponibilidad de nutrientes y el estrés oxidativo
tienen el potencial de limitar el rendimiento de los explantes, por lo que una alternativa es el
uso de extractos organicos que pueden inducir inmunidad en plantas bajo estrés nutricional
para aumentar su supervivencia (Lalarukh et al., 2022), ya que se conoce que las plantas de
moringa tienen potencial como fuente de reguladores del crecimiento para el cultivo de
tejidos porgue las hojas de moringa contienen la hormona zeatina (Nihayati & Najah, 2021).

En consecuencia, ante el posible potencial del uso de la moringa como un
biofertilizante natural y de bajo costo, el presente estudio plantea evaluar el efecto del
extracto de hoja de Moringa oleifera Lam como protector del estrés oxidativo y promotor de
crecimiento en el carcter antioxidante y regeneracion in vitro de explantes de Vaccinium

corymbosum L. cv. Biloxi.
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Objetivos del proyecto
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
e Obtener un extracto a partir de hojas de Moringa oleifera Lam mediante un
proceso de maceracion utilizando etanol como solvente.
¢ Determinar la concentracién 6ptima 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.
e 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.
Hipotesis
La aplicacién del extracto de hoja de Moringa oleifera Lam en el medio de cultivo
para Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi promueve la formacion de compuestos

antioxidantes y la regeneracion in vitro de explantes de Vaccinium corymbosum L. cv. Biloxi.
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Capitulo Il: Marco referencial

Cultivo de arandano en el Ecuador

El cultivo de arandano ha tenido un desarrollo notable y progresivo en los mercados
internacionales, mientras que su siembra es muy joven en el Ecuador, siendo en los Andes
ecuatorianos donde este cultivo se ha desarrollado con mayor apogeo en los afios mas
recientes, dado que el sector agricola ha iniciado una diversificacion en la produccion de
frutales como el arandano ya que es una fruta con alto potencial en cuanto a propiedades
nutricionales y medicinales se refiere (OCARU, 2022). En Ecuador se cultiva en las
provincias andinas de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Azuay,
mientras que en la zona costera se cultiva en Santa Elena, Manabi y El Oro (Sanchez,
2022), siendo los cultivares Biloxi y Esmerald las variedades mas destacadas, ya que son
de excelente produccion, alta calidad y no requieren épocas de frio (Paredes-Caiza, 2021).

El cultivo en el Ecuador se favorece porque el suelo es fértil, las condiciones
climaticas son dptimas, mientras que la zona geografica permite el desarrollo de frutos
competitivos a escala internacional (Redaccion Economia, 2022), oportunidades que
empujan al Ecuador a convertirse en un destino de inversién agroexportadora, ya que,
ademas, cuenta con mano de obra local calificada para este tipo de productos y actividades
econdmicas. En Ecuador el cultivo de arAndano (Vaccinium corymbosum L.) para el
consumo interno se incrementd en un 100% en los ultimos afios (Fuentes-Moran, 2021).
Las ventajas mas prominentes del Ecuador, que le favorecen para competir con otros
mercados, son las condiciones medioambientales, la luminosidad de la linea Ecuatorial, que
influye en el tamafio y grados brix del fruto, ademas de las condiciones climaticas que
permanecen constantes y permiten la cosecha y siembra de diversas plantas en cualquier

época del afio (P. Gonzalez, 2018).
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Taxonomia de Vaccinium corymbosum L
Tabla 1

Taxonomia de Vaccinium corymbosum L.

Categoria Taxon

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Subfamilia Vaccinioideae

Género Vaccinium

Especie Vaccinium corymbosum L.
Variedad cv. Biloxi

Nota. Adaptado de Fungosis del ArAndano (Vaccinium corymbosum L.) var. Biloxi en el
distrito de Jesus - Cajamarca, por Edquén-Quintana, (2019)
Caracteristicas de Vaccinium corymbosum L. cv Biloxi

El genoma del género Vaccinium es complejo y presenta variabilidad en el nUmero
de cromosomas que son consecuencia del cruce de varias especies, mismo que esta
asociado a las caracteristicas morfologicas vy fisiologicas de las plantas (Meléndez-Jacome
etal, 2021). La variedad Biloxi pertenece al tipo “highbush” y es una planta con tallos
erectos, con fruta de tipo baya mediana; su cultivo se desarrolla a bajo pH, con alta materia
organica y es altamente sensible a la fertilizacion excesiva (Huamantingo-Tello, 2016). Es
una variedad que requiere menos horas de frio, presenta una altura de 50 a 180 cm, raices
fibrosas con una profundidad de hasta 60 cm (Lima, 2019; Undurraga-Diaz & Vargas-
Schuldes, 2013), las hojas son simples, enteras o aserradas, y ubicadas alternamente a lo
largo del tallo, su forma varia ampliamente, desde elipticas, espatuladas, oblanceolada u
oval, mientras que posee flores pedunculadas con crecimiento axilar o terminal de color

blanco (Caballero-Carvajal, 2015).
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Valor nutricional y caracter antioxidante Vaccinium corymbosum L

Los ardndanos (Vaccinium spp.) son conocidos por ser ricos en minerales, vitaminas
y compuestos bioactivos, incluidos flavonoides, acidos fendlicos, taninos y antocianinas,
cuya capacidad antioxidante se correlaciona significativamente con estos compuestos
(Okan et al., 2018). Ademés, en comparacion con las frutas tradicionales, como uvas,
manzanas y tomates, los ardndanos contienen mas antioxidantes, entre los cuales las
antocianinas son las més efectivas (Wu et al., 2022). En la actualidad, se ha confirmado que
los ardndanos contienen antioxidantes, antihipertensivos, protectores cardiovasculares y
otras sustancias que evitan enfermedades crénicas y realizan otras funciones (Wu et al.,
2022).

Los frutos de arandano, con un valor energético de 192 kJ por cada 100 g,
contienen una gran cantidad de sustancias organicas e inorganicas, lo que esta
determinado principalmente por el genotipo de la variedad, las condiciones de cultivo, asi
como el estado de madurez de la baya, ademas que representan una buena fuente de fibra
nutritiva (Bunea et al., 2011; Shevchuk et al., 2021).

El contenido mineral depende de la variedad. Los arandanos conservan su maxima
cantidad de nutrientes y sabor cuando se disfrutan frescos, con un alto contenido
nutracéutico, ya que los oligoelementos presentes (como N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Zn,
Cu, Mo, B) juegan un rol fundamental en el funcionamiento del cuerpo humano (Drézdz et
al., 2018; Karlsons et al., 2018), con un efecto protector en el sistema cardiovascular, el
sistema inmune y en el desarrollo y el crecimiento celular (Abbaspour et al., 2014; Roohani
et al., 2013; Weaver, 2013). Segun Cabrera et al. (2021) el arandano tiene un alto
contenido de potasio, 417,650-1073,058 mg/100 g; hierro, 3,274-7,518 mg/100 g; cinc,
1,245-2,761 mg/100 g; calcio (54.738-206.104 mg/100 g), entre otros nutrientes esenciales.
Los arandanos se pueden calificar nutricionalmente como una excelente fuente de hierro,
zinc, potasio y calcio.

Cultivo in vitro de Vaccinium corymbosum L

El cultivo in vitro se ha convertido en un enfoque confiable para la produccién masiva
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de material vegetal a medida que el mercado de enfoques medicinales innovadores
derivados de plantas ha crecido significativamente (Clapa et al., 2022b). La propagacion in
vitro se lleva a cabo en ambientes de control utilizando células, tejidos u érganos de una
planta como explantes. Los explantes se cultivan en un medio artificial compuesto por agua,
macronutrientes y micronutrientes, fuente de carbono, vitaminas, reguladores del
crecimiento y un agente quelante bajo condiciones asépticas (Debnath & Goyali, 2020a).

Los arandanos se micropropagan a través del cultivo de brotes mediante
proliferacion de meristemos y a través de la organogénesis de los brotes (Qiu et al., 2018).
La mayoria de las especies cultivadas del género Vaccinium requieren un pH &cido en el
medio de crecimiento, una alta disponibilidad de hierro, una adecuada nutricién nitrogenada
y vitaminas y minerales para su 6ptimo desarrollo, no obstante, es sensible a la salinidad del
medio, por lo que el contenido de iones debe ser controlado (Frias-Ortega et al., 2020).

Las plantas de ardndanos a menudo muestran un crecimiento éptimo a un pH mas
bajo, generalmente entre 4,3 y 5,3 (Jiang et al., 2019), sin embargo, en tales condiciones, la
disponibilidad de la mayoria de los nutrientes es limitada y, en consecuencia, se ha descrito
durante mucho tiempo como una planta con requisitos nutricionales relativamente mas
bajos y un habito de crecimiento mas lento (Doyle et al., 2021).

Cultivo de Moringa en el Ecuador

La moringa lleg6 a Ecuador alrededor de 2013 y era utilizada inicialmente como
alimento de los animales, y posteriormente como superalimento procesado. Es una planta
gue alcanza los 4 m de alto, que en el Ecuador se ha extendido su cultivo en las zonas
secas de la peninsula de Santa Elena y Loja y en climas subtropicales de Guayas, Los Rios
y Pichincha (Redaccién Primicias, 2021). El cultivo de Moringa en Ecuador muestra
rendimientos positivos ante la variabilidad climatica en la region tropical, es asi que durante
la época seca esta especie arbustiva como sistema de produccion es mas eficiente
(Montecé-Lozano et al., 2021).

El suelo ecuatoriano es muy favorable a la produccién, puesto que la planta se

adapta con facilidad al suelo tropical, arido y semiarido, ademas que se ha observado que
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es resistente a la sequia y a las enfermedades, lo que promueve su crecimiento rapido y
alta produccion (Redaccion Primicias, 2021). Las bondades de esta planta han hecho que
los productores lo cultiven como un producto rentable ya que en cada hectarea se han
llegado a producir mas de 7 toneladas de hoja seca por afio, que se llegan a vender por $
3.000 en el mercado internacional (Redaccion El Productor, 2017).
Taxonomia de Moringa oleifera Lam

Las especies de Moringa son todas nativas de Asia, desde donde se han propagado
en muchas partes del mundo, especialmente en paises célidos y tropicales, como el
Ecuador, ya que este arbol puede tolerar temperaturas de 19°C a 28°C, tiene una altura de
5a 10 my puede ser cultivado en toda la llanura y se clasifica taxonémicamente como
(Mallenakuppe et al., 2019):
Tabla 2

Taxonomia de Moringa oleifera Lam.

Categoria Taxoén
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Capparales
Familia Moringaceae
Género Moringa
Especie Moringa oleifera Lam.

Nota: Adaptado de History, Taxonomy and Propagation of Moringa oleifera-A Review, por
Mallenakuppe et al., 2019
Composicién fitoquimica y capacidad antioxidante de Moringa oleifera Lam

Las especies de moringa contienen varios fitoconstituyentes como alcaloides,
saponinas, taninos, esteroides, acidos fenolicos, glucosinolatos, flavonoides y terpenos (Abd
Rani et al., 2018). Ademas, se ha establecido que diferentes partes del arbol de Moringa

oleifera Lam son buenas fuentes de carotenoides, tocoferoles, acidos grasos, minerales
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altamente biodisponibles y acido félico (Saini et al., 2016). En el caso de las hojas, estas
contienen la mayor cantidad de nutrientes en comparacion con otras partes de M. oleifera,
especialmente en términos de contenido de proteinas y una excelente fuente de vitaminas
A, B, Cy E, con un alto contenido de calcio, hierro y potasio (Trigo et al., 2020).

Se ha informado que la actividad antioxidante observada en la planta es
directamente proporcional al contenido de fenoles y flavonoides totales, pues presentan una
alta capacidad como donadores de hidrogenos (Olaoye et al., 2021). Estos compuestos
también han demostrado ser anticancerigenos, antimicrobianos y antioxidantes efectivos
(Tungmunnithum et al., 2018). La planta posee metabolitos importantes como quercetina,
kaempferol, zeatina, campesterol, sitosterol, entre otros, que también se han reportado en el
extracto hidroetanélico de hoja de moringa (Vats & Gupta, 2017).

Moringa oleifera Lam como biofertilizante

Moringa oleifera se considera una alternativa prometedora al uso de fertilizantes
inorganicos costosos ya que mejora el crecimiento vegetal al aliviar las deficiencias de
macro y micronutrientes de las plantas sin afectar el suelo (Jain et al., 2020). El extracto de
hoja de M. oleifera puede mitigar los efectos de la salinidad y el estrés abiodtico que limitan el
crecimiento y productividad de los cultivos (Napoledo et al., 2019). La disponibilidad de
nutrientes minerales en la hoja de moringa, que tiene cantidades mejoradas de zeatina,
podria utilizarse para complementar las necesidades nutricionales de los cultivos horticolas,
mientras que en concentraciones bajas o diluidas, el extracto de hoja de moringa actua
como bioestimulante o regulador del crecimiento vegetal (Mehmood et al., 2021).

Los reguladores del crecimiento vegetal incluyen hormonas vegetales y sustancias
quimicas no nutrientes que no se encuentran naturalmente en las plantas que se utilizan
para influir en el crecimiento y desarrollo de las plantas y aprovechar mejor su potencial
genético, como auxinas, citoquininas y giberelinas (Pidlisnyuk et al., 2022). Los reguladores
del crecimiento de las plantas se utilizan ampliamente en el sector agricola para diferentes
propésitos, desde la germinacion de semillas hasta el rendimiento final, ya que tienen un

excelente efecto sobre la expresion sexual y la floracién en diferentes vegetales (Mir et al.,
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2019).

En los dltimos afios, se ha extendido un interés significativo en el potencial promotor
del crecimiento de los extractos de hojas de moringa, pues se conoce que tienen la
capacidad de aumentar la biomasa vegetal y el contenido de materia seca, la ramificacion,
la floracion y la retencion de flores entre una amplia variedad de especies de plantas (Basra
& Lovatt, 2016).

Estrés oxidativo y mecanismos de defensa de las plantas

Las plantas superiores estan continuamente expuestas a diferentes factores de
estrés ambiental, tales como sequia, salinidad, metales pesados, desérdenes nutricionales,
radiacion produciendo el estrés oxidativo por sobreproduccion de especies reactivas en
oxigeno (ROS) (Sen, 2012). El estrés se puede clasificar en tipos biéticos que incluyen
patdgenos, insectos y roedores; mientras que los estreses abidticos son el calor, la
salinidad, la sequia, la radiacién ultravioleta y la toxicidad de los metales (QAMER et al.,
2021). En las células vegetales, el sistema de defensa antioxidante y la acumulacién de
ROS mantienen un equilibrio estable entre la producciéon de ROS y la eliminacién de ROS,
sin embargo, como explican Hasanuzzaman et al., (2020), durante condiciones de estrés, la
generacion excesiva de ROS causa dafio celular, muerte celular programada y a la
disminucién de la productividad de la planta. Para hacer frente al estrés oxidativo, las
plantas han desarrollado varias estrategias enzimaticas y no enzimaticas para eliminar las
ROS libres en las células (Dumont & Rivoal, 2019). Entre las no enzimaticas, destacan el
ascorbato soluble en agua, el glutation, fenoles, tocoferoles, tocotrienoles y carotenoides
liposolubles, moléculas capaces de inhibir o suprimir las reacciones de los radicales libres
(Dumanovic et al., 2021).

Compuestos fendlicos

Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas, con propiedad antioxidante
efectiva, distribuida en forma de compuestos fendélicos como flavonoides, acidos fenélicos,
estilbenos, entre otros (Zhao et al., 2014). Los flavonoides incluyen también flavonoles,

antocianinas e isoflavonas, que tienen algunas funciones biolégicas y farmacolégicas,
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incluidas las sustancias antioxidantes (Hu et al., 2022)

El contenido fendlico total de los extractos se determina mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteu, que es un ensayo basado en la transferencia de electrones y proporciona
una capacidad reductora que se expresa como contenido fendlico, y es dependiente del
solvente de la extraccion (Noreen et al., 2017). El reactivo consiste en una mezcla de
molibdato de sodio, tungstato de sodio y otros reactivos que al reaccionar con fenoles,
produce un color azul que se absorbe a 765 nm, que se debe a una especie complejada de
Mo(V) (Everette et al., 2010).

Mientras que la determinacién de flavonoides se utiliza el método colorimétrico de
cloruro de aluminio, cuyo principio se basa en la formacién de complejos entre el cloruro de
aluminio y el grupo ceto en los atomos C-4 y los grupos hidroxi en los atomos vecinos C-3 o
C-5 de flavonas y flavonoles, obteniendo una coloracion amarilla tras el uso de NaNO2 y
NaOH formara un sistema complejo NaNO2-AICI3-NaOH que muestra colores especiales
basados en la reaccion de los iones de aluminio con flavonoides en ambientes alcalinos
para formar compuestos complejos (Ahmed, 2018; Martono et al., 2019).

Capacidad antioxidante

Los metabolitos secundarios de las plantas debido a sus propiedades antioxidantes,
pueden eliminar los radicales libres, como las especies reactivas del oxigeno, y proteger los
alimentos de los procesos de oxidacion, mejorando significativamente su estabilidad y
calidad durante el almacenamiento (Platzer et al., 2022). Los radicales libres se asocian
principalmente con el estrés oxidativo, que al interactuar con los antioxidantes se puede
detener el dafo antes de que comience al neutralizarlos (Baliyan et al., 2022). La
investigacion de captacion de radicales tiende a utilizar radicales méas estables como
sondas, como DPPH, galvinoxyl, ABTS+y DMPD+ que son estables y coloreados y tienen
una fuerte absorcién en la region visible (LU et al., 2010).

El método de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato), un radical de
nitrégeno organico de larga duracién con un color plrpura intenso, e€s un ensayo

antioxidante basado en la transferencia de electrones que produce una solucién violeta en
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etanol. Cuando una solucion de DPPH se mezcla con un antioxidante, su color cambia de
purpura a amarillo de la hidrazina correspondiente, que evalla la capacidad reductora de
los antioxidantes a una absorbancia de 515 a 528 nm. (Garcia et al., 2012; Xiao et al.,
2020). Mientras que la prueba ABTS mide la capacidad de los antioxidantes para neutralizar
el cation radical estable 2,20-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTSe+), un
croméforo azul-verde de méaxima absorcién a 734 nm, que esta formado por la pérdida de
un electrén por parte del atomo de nitrogeno de ABTS, ya que en presencia de Trolox (o de
otro antioxidante donador de hidrégeno), el atomo de nitrégeno apaga el &tomo de
hidrégeno, produciendo la decoloracion de la solucién (Munteanu & Apetrei, 2021; Pisoschi
& Negulescu, 2012). Entre las diversas técnicas disponibles, el método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) se utiliza para evaluar la capacidad de la muestra para reducir
las especies férricas. El ensayo se basa en la reduccion de un complejo incoloro Fe3+-
TPTZ a Fe2+-TPTZ azul intenso una vez que interactlla con un antioxidante potencial a una

absorbancia de 593 nm (Henriquez et al., 2011; Spiegel et al., 2020).



Capitulo lll: Metodologia

Obtencién y tratamiento de las muestras

Se recolectaron las hojas de M. oleifera Lam del sector de Guasaganda, La Mana,
en Cotopaxi. Las hojas fueron secadas al ambiente y fueron pulverizadas con una
procesadora de alimentos (fig. 1). Los explantes de arAndano que se utilizaron para la
propagacion fueron proporcionados por YURA YURABUSINESS SAS (fig. 2), empresa
dedicada a la micropropagacion de especies vegetales de interés comercial.
Figura 1

Hojas secas de moringa pulverizadas

Figura 2

Explantes utilizados para la micropropagaciéon
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Preparacion del extracto etanélico de hojas de M. oleifera.

El extracto de hoja de Moringa oleifera Lam (EHM) se prepararoé utilizando el método
establecido por Yap et al. (2021) con modificaciones. Se mezclaron 50 g de hojas
pulverizadas de M. oleifera Lam con 500 mL de etanol al 80% que se dejé reposar durante
72 h a temperatura ambiente con agitaciéon manual ocasional (fig. 3).

Figura 3

Extracto etandlico de hojas de Moringa oleifera Lam. (EHM)

Se utiliz6 un filtro millipore 0.22 um para filtrar el extracto (fig. 4), obteniendo una
solucién con una concentracion equivalente a 10 ppm de zeatina presente en el extracto de
moringa ya que, segun reportan Mashamaite et al. (2022), el contenido aproximado de
zeatina presente en las hojas de moringa es de 0.2 mg/g. Las concentraciones utilizadas
fueron de C1 = 2.5 ppm, C2 =2 ppmy C3 = 1.5 ppm de zeatina presente en el EHM como

indica Nihayati & Najah (2021) para el cultivo in vitro.
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Figura 4

Filtracion del extracto de EHM mediante filtro millipore 0.22 pm

Cultivo in vitro de V. corymbosum L. cv Biloxi

En el presente estudio, se utilizé el protocolo establecido por Clapa et al., (2022) con
ligeras modificaciones. Los explantes se extajeron del cultivo in vitro de ardndanos biloxi
gue habian sido cultivados previamente en medio de cultivo Anderson Rhododendron — AN
(Anderson, 1980), que es un medio de cultivo basal eficiente para la iniciacién de brotes en
Vaccinium corymbosum L. La preparacion del medio se realiz6 segun las pautas descritas
por Gajdosova & Laimer (2009), a partir de una mezcla de sales macro y microminerales
gue incluye vitaminas; para la preparacion de 1 litro de medio, se disolvieron completamente
2 g de medio en agua bidestilada, con 30 g de sacarosa, 8 g de agar y se ajusté el pH del
medio a 5.2 con HCl y KOH (fig. 5). Las hormonas vegetales (soluciones de extracto de hoja
de moringa) se colocaron una vez que se disolvieron los reactivos soélidos. El medio se
esterilizo en autoclave a 1 kgt cm (15 psi), 121°C, durante 20 min. La zeatina se utiliz6

como control, a una concentracion de 0.5 ppm, mismo que es un constituyente labil al calor
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se esterilizé por filtracion y se afadio al medio después del autoclave.

Para los medios solidos se utilizaron como recipientes de cultivo frascos de 500 mL,
de 9 cm de didmetro y 13,5 cm de alto. En cada recipiente (unidad experimental) se
inocularon 10 fragmentos de brotes, cada uno de 1,5-2 cm (fig. 6).

Figura5

Ajuste de pH del medio de cultivo

Figura 6

Tamairio del corte del explante entre 1,5 a 2 cm.
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Los cultivos in vitro se incubaron en la sala de crecimiento con un fotoperiodo de 16
h con una intensidad de luz de 32,4 pmol m2s™ a 23 + 3-:C y 50 + 2% de humedad (fig. 7).
Los datos fueron recogidos luego de 4 semanas de cultivo para su analisis en ensayos de
antioxidantes y de regeneracion in vitro como tasa de proliferacién (PR), representada por
namero de brotes obtenidos/explante inicial; la longitud media de los brotes (SL) y el peso
fresco (FW), que se calculé como explantes/cultivar/tratamiento.
Figura 7

Frascos de cultivos experimentales colocados en la sala de crecimiento.

Preparacion del extracto para ensayos de antioxidantes

La metodologia se llevé a cabo de acuerdo a lo descrito por Mihai, Landazuri-
Abarca, et al. (2022). De cada tratamiento experimental se extrajo 1 g de muestra que se
llevd a maceracion en 10 mL etanol al 99.5% para obtener un extracto etandlico que se dejo

en reposo durante 72 h.
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Determinacién de Compuestos Antioxidantes

La preparacién de las muestras se llevé a cabo segun lo descrito por Mihai, Melo
Heras, et al. (2022). El extracto se obtuvo al mezclar 1 g de muestra con 10 mL de etanol
99.5% y llevado a maceracion. El extracto filtrado se ajust6 para cada ensayo, en caso de
observarse una absorbancia alta o incongruente, ya que se aplic6 un factor de dilucién para
obtener las mediciones de absorbancias.

La obtencién del contenido de fenoles totales (TPC) de los extractos de V.
corymbosum L. se realizé mediante la metodologia descrita por Madaan et al. (2011),
basada en el método de Folin-Ciocalteu. Se utilizé una solucién de Folin-Ciocalteu 1 N. En
un tubo de ensayo se colocaron 1 mL de muestra, 1 mL de agua destilada y 1.5 mL de
reactivo de Folin 1 N. Se dejaron incubar durante 5 min a temperatura ambiente y
posteriormente se colocaron 0.4 mL de Na2CO3 al 20% (p/p) a cada tubo de ensayo,
dejandolos reposar a temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia del estandar se
midié a 765 nm utilizando un espectrofotdmetro UV/VIS, con etanol 99.5% como blanco. El
contenido fendlico total se expresé como equivalente de acido galico (GAE) obtenidos de la
curva de calibracion y = 0.0112x + 0.1759 (R2 = 0.9794).

El método de cuantificacién del contenido total de flavonoides (TFC) se llevé a cabo
siguiendo el método de Madaan et al. (2011). En un tubo de ensayo se coloc6é 1 mL de
muestra y mezclado con 0.3 mL NaNOs, dejado en reposo durante 5 min. Luego, se afiadio
0.3 mL de AICI; al 10 %, seguido de 2 mL de NaOH 1 M. La absorbancia se registro a 435
nm con quercetina (QE) como estandar. Los resultados se expresaron en mg QE/ g de
muestra fresca, obtenidos de la curva y = 0.0296x + 0.067 (R? = 0.9878).

Determinacion de la Capacidad Antioxidante

El ensayo de capacidad antioxidante se analizé de acuerdo a los ensayos de DPPH,
ABTS y FRAP. La solucion de DPPH se prepard segun lo descrito por Shimamura et al.
(2014), al pesar 7.89 mg DPPH en una balanza quimica que se disolvio en etanol al 99.5%,
obteniendo una concentracion final de 0.2 mM DPPH mantenida en la oscuridad por un

minimo de 2 h para establecer la absorbancia. Después de pesar 7.89 mg DPPH en una



37

balanza quimica, se disolvio en etanol al 99.5% para obtener un volumen constante
llenando 100 mL de un matraz de medicién (0.2 mM DPPH). Se agregd 1 mL de solucién de
DPPH a un tubo de ensayo, seguido de 200 L de etanol. Después de mezclar, se midio la
absorbancia a 517 nm. La solucién de prueba fue ajustada a una absorbancia en un rango
de 0.7-0.8. La solucién ajustada se utilizé para el ensayo de barrido de radicales DPPH que
consistié en agregar una alicuota (40 L) de extracto de hongos a 3 mL de solucion
etandlica de DPPH. El cambio de absorbancia a 517 nm se midié después de 30 min contra
el blanco.

La actividad de captacion de cationes radicales ABTS es un ensayo similar a DPPH,
y se realiz6 de acuerdo con Mingle & Newsome (2020) con ligeras modificaciones. Se
prepar6 una soluciéon madre de ABTS a concentracién 7 mM que se hizo reaccionar con una
solucién de persulfato de potasio 2.45 mM durante 24 h en oscuridad para producir una
solucién de color verde oscuro que contiene el catién radical ABTS. A partir de la solucién
madre se ajustd la solucion de trabajo a una absorbancia de 0.7-0.8. La actividad
eliminadora de radicales libres se ensay6 mezclando 100 pl de muestra de prueba con 2,9
ml de un estandar de trabajo ABTS en una microcubeta. La disminucion de la absorbancia
se mid6 exactamente a 7 min después de mezclar la solucién. La absorbancia se midi6 a
734 nm en un espectrofotdmetro.

Tanto para ABTS como para DPPH se utilizé la ecuacion 1 descrita a continuacion

para determinar la capacidad antioxidante.

AA% = 100% * Abspranco—AbSmuestra (1)
Absplanco

La capacidad antioxidante se reporté como equivalente molar de TROLOX por
gramo de peso fresco de la muestra, cuyas concentraciones se obtuvieron mediante la
curva de calibracion y = 18.073x + 1.2252 (R2 = 0.9868) para DPPH e y = 34.102x + 9.2946
(R2=0.9612) para ABTS.

La capacidad para reducir los iones férricos, analizada en el ensayo de reduccion

FRAP, se midié utilizando un método modificado de Ibrahim & Jaafar (2011). La solucién
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FRAP fue preparada mezclando 100 mL buffer acetato 300 mM a un pH de 3.6, 10 mL de
TPTZ 10 mMy 10 mL de FeCls;.6H.O 20 mM. El ensayo se realiz6 afiadiendo una alicuota
de 200 L del extracto de arandanos con la dilucion adecuada a 3 mL de reactivo FRAP. La
mezcla se incub6 a 37°C en bafio maria. Se midi6 la absorbancia a 593 nm y los resultados
se reportaron como umol Fe(ll)/g de masa fresca obtenido mediante la curva de calibracion
y = 0.5981x - 0.0082 (R2 = 0.9989).
Analisis estadistico

Las muestras fueron recolectadas luego de 30 dias de haber sido propagados los
explantes, en el momento de formacion de callo y aparecimiento de los brotes.
Factores de estudio

Los factores de estudio planteados fueron el contenido de antioxidantes
determinados por ensayos y la concentracion de extracto de hoja de moringa utilizado
evaluados en el tipo de muestra obtenida de los explantes.
Unidad experimental

La unidad experimental fue cada frasco de medio de cultivo modificado con la
concentracion de extracto de moringa y un total de 10 explantes propagados por unidad.
Tratamientos

El tratamiento estadistico se dividio en tres partes: andlisis de fenoles y flavonoides
como los principales compuestes fitoquimicos estudiados (tabla 3), capacidad antioxidante,
detallada por los resultados de las pruebas de ABTS, DPPH y FRAP (tabla 4); y
regeneracion in vitro descrita por tasa de proliferacion (PR), la longitud media de los brotes
(SL) y el peso fresco (FW) respecto de las concentraciones de extracto de hoja de moringa
utilizada (tabla 5). Se propuso un disefio experimental factorial anidado, que se usa cuando
las clases de un factor interno no estan relacionadas entre las clases del factor externo, los
factores anidados son siempre factores aleatorios (Legendre, 2009), en el presente caso
con dos factores cruzados A(resultados) y B(concentracion). El experimento se realizé con

cinco réplicas y un grupo control.
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Tabla 3

Disefio Experimental Anidado para la determinacion de fenoles y flavonoides.

Métodos Concentracion de zeatina en EHM (ZM) (ppm)
0 C1 Cc2 C3
Fenoles totales (TPC) 5 5 5 5
Flavonoides totales (TFC) 5 5 5 5

Tabla 4

Disefio Experimental Anidado para la determinacién de la capacidad antioxidante.

Métodos Concentracion de zeatina en EHM (ZM) (ppm)
0 C1 C2 C3
DPPH 5 5 5 5
ABTS 5 5 5 5
FRAP 5 5 5 5
Tabla 5

Disefio Experimental Anidado para la determinacién de la regeneracién in vitro.

Concentracion de zeatina en EHM (ZM) (ppm)

Métodos
0 C1 C2 C3
Tasa de regeneracion in vitro (PR) 5 5 5 5
Longitud media de los brotes (SL) 5 5 5 5
Peso fresco (FW) 5 5 5 5

Segun Gutiérrez & De la Vara (2012), el disefio anidado mas simple describe dos
factores Ay B, con los niveles anidados en cada nivel de A, con ambos factores
considerados como fijos para el tratamiento estadistico en el programa R. Por tanto, el

modelo estadistico se describe como un ANOVA anidado (tabla 6).



Tabla 6

Valores esperados de los cuadrados medios (CM) en el disefio anidado con dos factores.

Fuente de Grados de Cuadrado medio Fo

Variabilidad Libertad

A: ZM a-1 bn ¥ a? 4 CMy

—g24 271 Ff = —=

CM =o0“+ p—1 0 CM;

B: antioxidantes b-1 nIy B, Ba) CMpa
M = g2 + —=10 Fo()=W

a(b—-1) E
Error N-a CM = g?
Total a*b

El estudio de correlacion y comparacion de compuestos fitoquimicos se realizd

utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.

40



41

Capitulo IV: Resultados

Cultivo in vitro de V. corymbosum L. cv Biloxi

El material vegetal micropropagado fue introducido en los medios de cultivo
experimentales y control bajo condiciones de estricta asepsia total, en camara de flujo. Los
frascos fueron almacenados bajo oscuridad en el cuarto de crecimiento durante siete dias.
Al octavo dia se registraron las primeras observaciones de la interaccion entre los explantes
y el medio experimental (fig. 8); siendo los grupos C1 y C2 los que presentaron un
crecimiento mayor en los explantes.
Figura 8

Crecimiento vegetal a los 7 dias de la introduccion

a) CO b) C1 c) C2 d) Cc3

Nota. a) Grupo control; b) concentracién a 2.5 ppm ZM; ¢) concentracion 2 a 2 ppm ZM; d)
concentracion 3 a 1.5 ppm ZM.

Al quinceavo dia se registro en los grupos C1 y C2 un crecimiento uniforme y similar
al crecimiento en el grupo control con zeatina 0.5 pmm (fig. 9). El dia 21 se registré un
crecimiento uniforme entre los grupos control y C1, el grupo C2 registré un crecimiento
levemente menor a los grupos anteriores, mientras que el grupo C3 permaneci6 con los
valores mas bajos (fig. 10). Los datos de crecimiento se registraron cada siete dias hasta
completar 30 dias de crecimiento en el que se observé el crecimiento de brotes en el medio
control, mientras que en los medios experimentales se registré la presencia de

pardeamiento en las hojas del material vegetal (fig. 11).
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Figura 9

Crecimiento vegetal a los 15 dias de la introduccion

a) CO b) C1 c) C2 d) C3

Nota. a) Grupo control; b) concentracién a 2.5 ppm ZM; ¢) concentracion 2 a 2 ppm ZM; d)

concentracion 3 a 1.5 ppm ZM.

Figura 10

Crecimiento vegetal a los 21 dias de la introduccion

a) CO b) C1 c) C2 d) C3

Nota. a) Grupo control; b) concentracién a 2.5 ppm ZM; ¢) concentracion 2 a 2 ppm ZM; d)

concentraciéon 3 a 1.5 ppm ZM.
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Figura 11

Crecimiento vegetal a los 30 dias de la introduccion

a) CO b) C1 c) C2 d) C3

Nota. a) Grupo control; b) concentracién a 2.5 ppm ZM; ¢) concentracion 2 a 2 ppm ZM; d)
concentracién 3 a 1.5 ppm ZM.

Los resultados de las mediciones de los parametros de crecimiento se muestran en
la tabla 7. El peso fresco del material vegetal es mas alto en el grupo control (C0), mientras
gue entre grupos experimentales es similar entre tratamientos, siendo el valor mas bajo el
tratamiento 3 (C3). Mientras que, para la tasa de propagacion, el valor mas alto se obtuvo
en el grupo control (C0), con una diferencia marcada entre los demas grupos. La longitud
media de los brotes revel6 un crecimiento similar entre el material vegetal del grupo control
(C0O) y el tratamiento 1 (C1) (fig. 12).

Tabla 7

Pardmetros de crecimiento vegetal in vitro.

Tasa de propagacion Longitud
Tratamiento  Peso fresco (g)
(unidades) media (cm)
Co 0.0983+0.00074 2.5+0.4000 0.4154+0.0466
C1 0.0197+0.000228 0.54+0.0799 0.399+0.0934
Cc2 0.0196+0.0002593 0.44+0.1356 0.201+0.0993

C3 0.0194+0.0003087 0.28+0.0399 0.159+0.0696
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Figura 12

Parametros de crecimiento in vitro

Moringa co c1 & c2 c3
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Nota. Peso fresco (FW) en g, Tasa de proliferacion (PR) en unidades, Longitud media de los
brotes (SL) en cm.

El analisis estadistico de los resultados y la verificacion de supuestos reveld que no
existe normalidad ni homocedasticidad para los datos de tasa de regeneracion in vitro (PR),
longitud media de los brotes (SL) y el peso fresco (FW), por lo que se procedi6 a realizar
una transformacion logaritmica y aplicando la transformada de rango alineado (ART)
(apéndice 1). La Transformada de rango alineado (ART) proporciona un tratamiento no
paramétrico preciso para los efectos principal y de interaccion, que es una alternativa
robusta para los modelos factoriales. Este modelo consiguié valores aceptables de
homocedasticidad y normalidad, por lo que se aplicé un ART Anova (fig. 13) en los datos no
paramétricos, obteniendo diferencias significativas entre los grupos control y experimentales
(Pyaior < 0.0001). Finalmente, la prueba de Tukey reveld la distribucion de las diferencias
significativas entre grupos, siendo el grupo control (CO) el que se diferencia de los otros

grupos (fig. 14).



Figura 13

Andlisis de Varianzas de los datos con Transformada de Rango Alineado

Analysis of variance of Aligned Rank Transformed Data

Table Type: Anova Table (Type III tests)

Model: No Repeated Measures (Tm)
Response: art(trat)

Df Df.res F value

1 factor(Assay) 2 48 192.930
2 factor(Moringa) 3 48 61.987
3 factor(Assay):factor(Moringa) 6 48 65.807
Signif. codes: 0 f“¥**’ 0,001 “**’ 0.01 ‘*

< 2.22e-16 #**
< 2.22e-16 ¥
< 2.22e-16 ***

Pr(>F)

201 ¢ 71

Nota. Analisis de Varianza de los datos con Transformada de Rango Alineado no

paramétrico (ART Anova) para modelo factorial.
Figura 14

Prueba de Tukey para la comparacion de medias.
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Preparacion del extracto para ensayos de antioxidantes

Se recolect6 1 g de cada grupo experimental y 1 g del grupo control, utilizando el
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material vegetal de las cinco unidades experimentales, segun el peso fresco (FW) registrado

en la tabla 7. El extracto etandlico se dejo reposar durante 72 horas y se obtuvieron

diluciones 1:2 y 1:4 con coloraciones mas leves que el extracto original. Los extractos se

registraron bajo la nomenclatura descrita en la tabla 8.
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Tabla 8

Nomenclatura de las muestras utilizadas para los extractos etandlicos

Muestra Descripcion Caddigo
Muestra 1 Material vegetal del grupo control (Zeatina 0.5 ppm) Co
Muestra 2 Material vegetal del grupo experimental 1 (ZM 2.5 ppm) C1
Muestra 3 Material vegetal del grupo experimental 2 (ZM 2.0 ppm) C2
Muestra 4 Material vegetal del grupo experimental 3 (ZM 1.5 ppm) C3

Determinacion de Compuestos Antioxidantes

Los fenoles y flavonoides vegetales poseen una actividad bioldgica potente ya que,
como mencionan Chowdhary et al. (2021), estan encargados de regular funciones
fisiologicas cruciales en las plantas para proporcionar resistencia contra diversas
condiciones de estrés biotico y abibtico, por lo que resalta la necesidad de su determinacion
en las muestras vegetales. La investigacion del contenido de compuestos antioxidantes en
los extractos de arandano se llevé a cabo mediante la determinacion del contenido total de
fenoles (TPC) y el contenido total de flavonoides (TFC) mediante las pruebas de Folin-
Ciocalteu (F-C) y Método colorimétrico del cloruro de aluminio, respectivamente.

El ensayo F-C implica la reduccién del reactivo F-C con compuestos fenélicos en un
medio alcalino, resultando en la formacion de un complejo de color azul evaluado a una
absorbancia de 765 nm (Molole et al., 2022). En el presente estudio, se realiz6 el ensayo F-
C utilzando los extractos obtenidos del material vegetal, obteniendo una reaccion positiva al
registrar una coloracién azul en los tubos respectivos, confirmando la presencia de fenoles
en el extracto (fig. 15a). La cuantificacion se realizé mediante espectrofotometria a una
absorbancia de 765 nm, las absorbancias registradas se procesaron mediante la ecuacién y
=0.0112x + 0.1759 (R2=0.9794) obtenida de la curva de calibracién de F-C, realizada a
partir de soluciones seriadas del estdndar de acido galico a concentraciones en un rango de
0 a 500 mg/L (apéndice 2). Los resultados fueron reportados en mg de equivalente a acido

galico por gramo de peso fresco (Tabla 9).
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Figura 15

Pruebas colorimétricas de contenido de antioxidantes TPCy TFC

a) TPC b) TFC

El contenido total de flavonoides (TFC) se determiné mediante el ensayo
colorimétrico con cloruro de aluminio, que se basa en la formacién de quelatos de Al(lll)-
flavonoides, debido a sus muchos grupos oxo e hidroxilo; por consiguiente la adicion de
NaNO2 provoca la formacion de complejos de Al(lll)-flavonoides de color amarillo que se
miden una longitud de onda especifica en el rango de 410 a 440 nm (Shraim et al., 2021).
En el presente estudio, la prueba cualitativa dio resultados positivos, con una coloracién
amarilla leve presente en todos los tubos de ensayo de cada grupo (fig. 15b). La
cuantificacién espectrofotométrica se realizé a 435 nm, posteriormente las absorbancias se
procesaron con la ecuacion y = 0.0296x + 0.067 (R2 = 0.9878), resultante de la curva de
calibracion para flavonoides realizada a partir de soluciones estandares de quercetina en el
rango de 0 a 200 mg/L (apéndice 3). Los resultados se reportaron como mg de equivalente

a quercetina por cada 10 g de peso fresco (tabla 9).



Tabla 9

Contenido de compuestos antioxidantes

Nota. Contenido total de fenoles (TPC) en mg GAE/g fw y contenido total de flavonoides
(TFC) en mg QE/10 g fw.

Los grupos control (C0) y los grupos experimentales C1 y C3 presentan valores
similares. El tratamiento C2 presenta los valores més bajos tanto para TPC (4.48765 +

0.14705) como para TFC (0.6991 + 0.01738), como se visualiza en la figura 16.

Figura 16

Tratamiento

TPC (mg GAE/g fw) TFC (mg QE/10 g fw)

5.38965+0.18655

5.7882+0.20465 1.00135+0

4.48765+0.14705

5.63301+0.10726

0.98919+0.04594

0.6991+0.01738

1.1009+0.02155

Determinacién de compuestos antioxidantes mediante TPCy TFC

Antioxidant Compounds

Nota. Contenido total de fenoles (TPC) en mg GAE/g fw y contenido total de flavonoides

(TFC) en mg QE/10 g fw.
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Posteriormente, se demostro la existencia de diferencias significativas mediante el
analisis de varianza anidado para dos factores con un P, < 0.0001 (fig. 17). Se verifico
que el modelo cumple los supuestos de homocedasticidad mediante la prueba de Levene y
de normalidad mediante Shapiro-Wilk (apéndice 4). La prueba de Tukey fue utilizada para
verificar las diferencias entre medias, hallando que el grupo experimental C2 es distinto de
los demas grupos a nivel de contenido antioxidante (fig. 18).

Figura 17

ANOVA anidado de dos factores para TPCy TFC

> #ver resumen del resumen de ANOVA anidado
> summary(nest)
Df sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

berries$Assay 1 114.63 114.63 5440.78 < 2e-16 *%*
berries$assay:factor(berries$mMoringa) 6 3.31 0.55 26.15 2.04e-07 ***
Residuals 16 0.34 0.02

Signif. codes: 0 “*%*’ (0,001 “**’ 0.01 ‘%’ 0.05 *.” 0.1 * ” 1

Figura 18

Prueba de Tukey para la comparacién de medias
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Determinacion de la Capacidad Antioxidante

Los compuestos fendlicos cumplen un rol fundamental frente al estrés oxidativo
puesto que actlian como antioxidantes no solo por su capacidad para donar hidrégeno o
electrones, sino también porque son intermediarios radicales (Chaves et al., 2020) es asi
que, la actividad antioxidante representa la capacidad de inhibir el proceso de oxidacién, en
consecuencia, todos los sistemas probados que utilizan un radical libre estable (DPPH,
ABTS, FRAP, etc.) dan informacion sobre la actividad antioxidante o captadora de radicales
(Moharram & Youssef, 2014). La capacidad de los antioxidantes cuantificados mediante
TPC y TFC fue evaluada mediante las pruebas de DPPH, ABTS y FRAP. La prueba de
DPPH determina la capacidad de donacion de atomos de hidrégeno de los extractos de
plantas mediante la decoloracion de una solucién de metanol de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), pasando de un color violeta/purpura en solucién de metanol a tonos de color
amarillo en presencia de antioxidantes, mientras que la absorbancia se mide
espectrofotométricamente a 517 nm (Rahman et al., 2015). En el presente estudio, la
prueba colorimétrica cualitativa dio resultados positivos al presentarse un cambio notable en
la coloracién de la solucién de DPPH frente a la presencia de compuestos antioxidantes
para todos los extractos (fig. 19a).
Figura 19

Pruebas colorimétricas de DPPH, ABTS y FRAP

23/06/2023 13:38

b) ABTS
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Las absorbancias registradas a 517 nm se transformaron a porcentajes de inhibicion
gue a su vez se procesaron mediante la ecuaciény = 18.073x + 1.2252 (R2 = 0.9868),
obtenida de la curva de calibracion construida a partir de soluciones estandar de TROLOX
en el rango de 0 a 5 mM (apéndice 5). Los resultados se reportaron como pmol equivalente
de TROLOX por gramo de peso fresco (tabla 10).

La actividad de eliminacion de radicales libres también se determind mediante el
ensayo de decoloracion de cationes radicales ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), un ensayo espectrofotométrico que utiliza el cation radical
ABTS oxidado (ABTS++) para reaccionar con antioxidantes para reducir el radical ABTS y
perder su color verde azulado, medido a 734 nm (Cano et al., 2023). Como se observa en la
figura 19b, la prueba colorimétrica fue positiva al presentar una decoloracion de la solucion
de ABTS frente a la presencia de antioxidantes en el extracto. Las absorbancias obtenidas a
734 nm se procesaron para obtener los porcentajes de inhibicion del extracto, estos valores
se utilizaron para determinar la concentracion mediante la ecuacion y = 34.102x + 9.2946
(R?2=0.9612), obtenida mediante la curva de calibracion de TROLOX realizada con
soluciones estandar en un rango de 0 a 2.5 mM (apéndice 6). Los resultados se expresaron
como pumol equivalente de TROLOX por gramo de peso fresco (tabla 10).

El poder reductor complementa las pruebas de capacidad antioxidante, por lo que se
uso el método FRAP para evaluar esta propiedad. El método se basa en la reduccion del
complejo Fe3+ TPTZ (complejo incoloro) a Fe2+-tripyridyltriazine (complejo de color azul)
formado por la accién de antioxidantes donantes de electrones a bajo pH, con medicién de
absorbancia a 593 nm (Rajurkar & Hande, 2011). La prueba cualitativa dio resultados
positivos para todos los extractos ya que se registra el cambio de color a un azul intenso en
los tubos de cada extracto (fig. 19c¢). Las absorbancias se midieron en un espectrofotometro
a 593 nm. Posteriormente los valores se procesaron utilizando la ecuacion y = 0.5981x -
0.0082 (R2=0.9989) resultante de la curva de calibracion construida a partir de soluciones
estandar a diferentes concentraciones de FeSO,4 en un rango de 0 a 2.5 mM (apéndice 7).

Los resultados se expresaron como pumol de Fe®* por gramo de peso fresco.



Tabla 10

Capacidad Antioxidante (DPPH, ABTS) y Poder reductor (FRAP)
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Tratamiento

DPPH

ABTS

FRAP

Co

C1

C2

C3

80.70199+1.11138

82.54551+0.71049

75.76309+0.31714

79.70735+0.23135

30.63882+0.55653

33.11931+0.48407

28.30978+0.22088

33.56547+0.86606

40.99203+0.60582

42.79032+0.99623

39.3145+1.09317

47.3845+0.71498

El grupo control (CO) y los grupos experimentales C1 y C3 presentaron valores

similares entre los tres ensayos de capacidad antioxidante y poder reductor. Para DPPH, el

valor mas alto se encontré en la muestra de material vegetal de C1, mientras que la muestra

vegetal C3 presenta los valores mas altos en ABTS (33.56547+0.86606) y FRAP

(47.3845+0.71498). Por otro lado, las muestras de C2 presentan los valores méas bajos para

los tres tratamientos (fig. 20).

Figura 20

Capacidad Antioxidante (DPPH, ABTS) y Poder reductor (FRAP)

801

Actividad antioxidante en umol/g dw

Moringa

Cco = C1 = C2 c3

MMM

DPPH

ABTS
Prueba

FRAP

Nota. Capacidad antioxidante en umol TROLOX/g fw y poder reductor en pmol Fe3*/g fw.
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Para realizar el analisis estadistico del modelo planteado para capacidad
antioxidante se verificaron los supuestos de homocedasticidad y normalidad mediante las
pruebas de Levene y Shapiro-Wilk respectivamente (apéndice 8). El modelo cumple los
supuestos, por lo que se procedio a realizar el ANOVA anidado para los valores de
capacidad antioxidante, demostrando que existen diferencias significativas entre grupos con
un P,q0r < 0.0001 (fig. 21). Finalmente, se realizo la prueba de Tukey para verificar las
diferencias entre medias, mediante el cual se clasifican tres grupos distintos, como se
muestra en la figura 22.

Figura 21

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

> #ver resumen del resumen de ANOVA anidado
> summary(nest)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

berriesl$Assay 2 15317 7658 9720.80 < 2e-16 ¥
berriesl$Assay:factor(berriesli$mMoringa) 9 236 26 33.29 2.01e-11 *%*
Residuals 24 19 1

Signif. codes: 0 ‘***’ 0,001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * ’ 1

Figura 22

Prueba de Tukey para valores de capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP)
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Andlisis de Correlacion de Pearson.

La correlacion implica la medicién de la asociacion, la relacion o la correlacion entre
dos variables mediante coeficientes de correlacion varian de -1 a +1, que indican
coeficientes de correlaciéon perfectos negativos y perfectos positivos respectivamente,
mientras que un coeficiente de correlacion de 0 implica que no hay correlacion, entre
variables (Esezi Isaac & Eric Chikweru, 2018). La correlacion de Pearson entre TFC, TPCy
Capacidad Antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) para las muestras vegetales muestra una
correlacion significativa (P41, < 0.0001) y positiva (fig. 23), con coeficientes de Pearson (R)
en TPC de 0.83083 para DPPH, 0.851777 para ABTS y 0.610988 para FRAP, mientras que
en TFC se hallaron coeficientes de 0.768352 en DPPH, 0.880531 para ABTS y 0.772579
para FRAP (tabla 11). Esto indica que el contenido de polifenoles de los extractos de V.
corymbosum L. si contribuye a su actividad antioxidante debido a su capacidad donadora de
electrones de hidrégeno.

Figura 23

Matriz de correlacién de los coeficientes de Pearson

FRAP

DPPH

--025

TFC

0.5

-0.75
ABTS




Tabla 11

Coeficientes de Correlacion de Pearson en el rango de -1 a +1

Prueba | TPC TFC DPPH ABTS FRAP
TPC 1 0.847472 0.83083 0.851777 0.610988
TFC 0.847472 1 0.768352 0.880531 0.772579
DPPH | 0.83083 0.768352 1 0.754753 0.360216
ABTS 0.851777 0.880531 0.754753 1 0.76692
FRAP 0.610988 0.772579 0.360216 0.76692 1
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Capitulo V: Discusion

Ecuador tiene una alta biodiversidad en relacion a su superficie relativamente
pequefia, y esto es reconocido a nivel mundial. Un subgrupo de esta biodiversidad, la
agrobiodiversidad, es particularmente importante, ya que constituye la base de la seguridad
y soberania alimentaria de todos los ecuatorianos (Naranjo et al., 2018). El Ecuador cuenta
con 24 formaciones bioclimaticas que son aptas para desarrollar actividades agricolas
diversas que permiten obtener productos de acuerdo a las demandas del mercado (Mihai et
al., 2023).

El Ecuador ya tiene un inicio en el mercado internacional del arandano debido a que
el cultivo ha mostrado indices rentables, debido al aumento de la demanda de la fruta y la
tasa de cultivo exhibido en el 2021 son competitivos a nivel internacional (Agrocalidad,
2022). Por lo cual el fortalecimiento de su cultivo mediante técnicas de propagacion in vitro
es necesario para la mejora e incremento de la produccién y su valor en el mercado
internacional. V. corymbosum L. ha demostrado ser una especie excepcionalmente
adecuada para cultivos in vitro, respaldado por varios estudios, como indican Clapa et
al.(2022a) en los que se afirma que la zeatina y la 2-isopenteniladeniana (2iP) son los mas
efectivos en la micropropagacion de arandanos. Como tal, el uso de bioestumulantes de
origen vegetal como la moringa que contiene zeatina y comprenden humerosos compuestos
bioactivos que pueden mejorar diversos procesos fisiolégicos, puede aumentar el
crecimiento de las plantas y el rendimiento econémico a nivel in vitro (Mashamaite et al.,
2022).

En el presente estudio se tomaron en cuenta las concentraciones presentes de
zeatina en el extracto de moringa (EHM). Se observé un crecimiento positivo durante el
periodo analizado en las unidades experimentales, lo que indica que el extracto si cuenta
con las propiedades bioestimulantes mencionadas anteriormente. En base al experimento
conducido por Nihayati & Najah (2021), el efecto de la concentracién de 2 ppmy 2.5 ppm de
ZM fue positivo en el crecimiento in vitro tanto en su estudio como en la presente

investigacion.
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Los resultados obtenidos para composicion de compuestos fendlicos, flavonoides y
su capacidad antioxidante demostraron uniformidad en cuanto a los tratamientos con el
extracto de moringa. Se observaron valores similares en los grupos control (C0O) y en los
grupos experimentales C1 y C3, mientras que el tratamiento C2, todos los valores de TPC
(4.48765 + 0.14705 mg GAE/g fw), TFC (0.6991 + 0.01738 mg QE/10g fw), DPPH
(75.76309 + 0.31714 pmol TROLOX/g fw), ABTS (28.30978 + 0.22088 umol TROLOX/g fw)
y FRAP (39.3145 + 1.09317 umol Fe3**/g fw) fueron los mas bajos. El andlisis de correlacion
de Pearson se utilizé para dilucidar la relacion entre TFC, TPC y la capacidad antioxidante
para la muestra obtenida, como explica Lim et al. (2019) lo que indica que el contenido de
polifenoles del extracto vegetal contribuye a su capacidad donadora de electrones de
hidrogeno. Entre ensayos se observa una correlacion positiva alta entre si, con un P, <
0.0001, demostrando que a mayor capacidad antioxidante mayor es el contenido de cada
muestra vegetal.

Los resultados mas bajos de C2, pueden explicarse en base al sistema de defensa
antioxidante innato de las plantas. La importancia de un sistema de defensa antioxidante en
las plantas es crucial para las plantas en ambientes estresantes, ya que retrasa la muerte
celular programada al contrarrestar el efecto de los ROS, por lo tanto, al proporcionar una
proteccién celular general, esto permite la capacidad de tolerancia al estrés de las plantas
(Fujita & Hasanuzzaman, 2022). Los factores ambientales pueden afectar la produccién de
antioxidantes y metabolitos secundarios, esto a su vez afecta el valor nutricional y medicinal
de la planta (Maury et al., 2020). Los polifenoles desempefian funciones fisiolégicas
cruciales a lo largo del ciclo de vida de la planta, incluidas las respuestas al estrés, segun
Samec et al. (2021), dado que la ruta biosintética de los fenilpropanoides generalmente se
activa en condiciones ambientales nocivas como salinidad, contaminacion, radiacion, entre
otros, lo que da como resultado la acumulacion de varios compuestos fendlicos. Bajo este
concepto, se destaca que el grupo C2 presenté un menor estrés oxidativo, con un
crecimiento positivo, lo que se complementa en el estudio de Nihayati & Najah (2021),

destacando la concentracion de ZM de 2 ppm.
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Dado que el estrés por salinidad también se ve inducido por la presencia de
minerales, cabe mencionar que en el extracto de moringa se puede encontrar una
combinacién de quercetina, beta-sitosterol, kaempferol y acido cafeoilguinico ademas de
minerales que incluyen hierro, potasio, calcio, cobre, zinc, magnesio, manganeso, etc.
(Paikra et al., 2017). Sus hojas se pueden usar frescas, 0 los extractos secos y preparados
se pueden aplicar foliarmente en las plantas que induce la sintesis de citoquininas, lo que
provoca una variedad de respuestas fisioldgicas que podrian incluir un aumento del area
foliar y la actividad fotosintética (Mehdawe et al., 2023), otros estudios corroboran las
aplicaciones del extracto de moringa como biofertilizante foliar (Abd El-Mageed et al., 2017,
Yuniati et al., 2022). En concentraciones muy bajas o diluidas, el extracto de hoja de
moringa actlia como bioestimulante, ademas que las cantidades mejoradas de zeatina hace
gue las plantas sean mas verdes e imparte tolerancia al estrés en las plantas, sin embargo
aln hay muy poca informacion disponible sobre su uso in vitro (Mehmood et al., 2021). En
exceso o déficit los minerales pueden inducir estrés sobre el material vegetal, mientras que
tiene un efecto protector en la concentracion 6ptima de ZM.

El pardeamiento observado en los explantes experimentales transcurridos los 30
dias de propagacion puede deberse a distintas razones. La micropropagaciéon de
ardndanos, que ha sido ampliamente estudiada, tiende a reflejar respuestas variables
porque hay factores que inciden en el cultivo como el genotipo introducido, la composicion
del medio de cultivo, los reguladores de crecimiento y la condiciones de aclimatacion
(Tejada-Alvarado et al., 2022). Los principales problemas encontrados en los medios
experimentales fue la oxidacién de los explantes y una baja tasa de multiplicacién mientras
gue los brotes crecen demasiado. La oxidacion es un problema comudn en las especies
lefiosas, como explica Nikoloff (2015), y esta relacionada con diversos estresores
provocados por el efecto abrasivo causado por agentes desinfectantes, cortes del explante,
cambios en el pH, composicion del medio de cultivo, entre otros.

Una baja tasa de multiplicacion y un decrecimiento en el alargamiento de brotes

puede darse por concentraciones muy altas o muy bajas de citoquinina, como explica
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Ngomuo et al. (2013). Mientras que la compaosicion del medio se puede explicar por la
adicion del extracto de moringa que se disolvio en etanol al 80%. Davis et al. (1978) indican
que las respuestas de crecimiento de las células a los solventes organicos variaron segun la
especie de planta, pero en general los efectos toxicos de los solventes aumentaron en el
siguiente orden: cloroformo, DMSO (dimetilsulféxido), metanol, acetona, isopropanol y
etanol. En general, se prefiere la combinacién de etanol y agua a la de los demas solventes,
ya que, segun los resultados hallados por Abebe (2023), el extracto de moringa contiene
muchos grupos funcionales y el fuerte enlace de hidrégeno del solvente binario disolvio los
componentes con éxito y que el disolvente binario etanol-agua no ha afiadido ninguna
toxicidad pero ha mejorado el proceso de extraccion, en disoluciones con mayor proporcién
de agua. A pesar de que el etanol es el solvente con menos efectos, para los explantes que
estan forzados a diversos tipos de estrés, puede representar un compuesto con alta

toxicidad.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones

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

El extracto incidi6 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 ppmy 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 determinacién 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 C1y
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) presentd los valores mas bajos.

Se determiné que el caracter antioxidante mas bajo lo present6 el grupo
experimental C2, con valores de DPPH (75.76309 + 0.31714 umol TROLOX/g fw), ABTS
(28.30978 + 0.22088 umol TROLOX/g fw) y FRAP (39.3145 + 1.09317 pmol Fe®*'/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
registré una correlacién positiva alta entre los antioxidantes generados durante el

crecimiento in vitro frente a la capacidad antioxidante.
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En conclusion, se determind 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.
Recomendaciones

Para futuras investigaciones, evaluar el efecto bioestimulante del extracto de
moringa macerado con diferentes solventes, especialmente aquellos con diferentes
proporciones de agua y etanol, sobre los cultivos in vitro.

Analizar la composicion mineral y de zeatina en los extractos de moringa y su
posterior aplicacion en el cultivo de tejidos vegetales.

Realizar una cuantificacién en HPLC-MS para identificar los compuestos
antioxidantes presentes en diferentes muestras de las hojas de moringa que inciden en el

efecto bioestimulante.
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