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RESUMEN

El arandano (Vaccinium corymbosum) es ampliamente cultivado en Ecuador y valorado
principalmente por sus bayas ricas en antioxidantes. No obstante, otras partes de la planta
como hojas y tallos suelen desaprovecharse durante las podas debido a la poca
informacion que se tiene sobre su potencial para la obtencion de compuestos bioactivos,
especialmente polifenoles. Estos compuestos conocidos por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antidiabéticas han generado un creciente interés en la
industria nutracéutica. Y los residuos vegetales de V. corymbosum podrian representar
una fuente alternativa y sostenible. En este contexto, la presente investigacion evaluo la
produccion de polifenoles totales en vitroplantas de V. corymbosum, aplicando una
elicitacion por subcultivos y una exposicion a diferentes longitudes de onda de luz visible.
Los resultados indicaron que el mejor tratamiento en subcultivos fue el subcultivo 4 en la
semana 1, con una concentracion de 57.69mgGAE/g PS. En cuanto a los tratamientos
luminicos, el mayor contenido de polifenoles se obtuvo con el tratamiento control con luz
blanca durante 120 horas en el subcultivo 4, con 50.17mgGAE/g PS, superando a los
tratamientos con luz LED roja (660nm) y azul (380-500nm). Estos hallazgos sugieren que
el aprovechamiento de residuos vegetales de V. corymbosum podria ser una estrategia
viable para la produccion de compuestos nutracéuticos de alto valor dandole un plus

econdmico a este cultivo en el Ecuador.

Palabras clave: Residuos, Elongacion, subcultivos, longitudes de onda, polifenoles

totales, vitroplantas.



ABSTRACT

Blueberry (Vaccinium corymbosum) is widely cultivated in Ecuador and valued primarily
for its antioxidant-rich berries. However, other parts of the plant, such as leaves and
stems, are often wasted during pruning due to limited information on their potential for
obtaining bioactive compounds, especially polyphenols. These compounds, known for
their antioxidant, anti-inflammatory, and antidiabetic properties, have generated growing
interest in the nutraceutical industry. V. corymbosum plant residues could represent an
alternative and sustainable source. In this context, the present study evaluated total
polyphenol production in V. corymbosum vitro plants, applying subculture elicitation and
exposure to different wavelengths of visible light. The results indicated that the best
subculture treatment was subculture 4 at week 1, with a concentration of
57.69mgGAE/g DW. Regarding light treatments, the highest polyphenol content was
obtained with treatment white light control for 120 hours in subculture 4, with
50.17mgGAE/g DW, surpassing treatments with red (660nm) and blue (380-500nm) LED
light. These findings suggest that the utilization of V. corymbosum plant residues could
be a viable strategy to produce high-value nutraceutical compounds, providing an

economic advantage to this crop in Ecuador.

Keywords: Waste, Elongation, subcultures, wavelengths, total polyphenols, vitroplants.



1.1

1.2

CAPITULO I

1. INTRODUCCION

Planteamiento del problema
La produccion de metabolitos secundarios a partir de plantas silvestres presenta desafios
para un escalado industrial debido a la baja concentracion de bioactivos presentes en las
mismas, a causa de factores como las limitaciones ambientales, regionales y la variabilidad
genética. Las plantas de Vaccinium corymbosum pueden ser una fuente potencial de ciertos
metabolitos secundarios como los polifenoles. En Ecuador, las plantas de V. corymbosum
son cultivadas durante todo el afo y, segun la Federacion Ecuatoriana de Productores y
Exportadores de Ardndano en el Ecuador (FEPEXA) se cultivan mas de 300 hectéreas. Sin
embargo, solo se aprovecha las bayas, con un 80% para consumo regional y solo un 20%
para exportacion. En el 2024, se exporto 750 toneladas equivalentes a USD 3.9 millones.
Aunque las bayas son conocidas por sus propiedades antioxidantes, los productores
desconocen sobre los bioactivos que presentan las otras partes de la planta de V.
corymbosum, que pueden ser aprovechados para generar productos de valor agregado.
Durante su vida productiva de 10 a 15 afios, los productores aplican estrategias como la
poda para mejorar la calidad de las bayas, lo que resulta en la pérdida de material vegetal
valioso, que podria usarse para extraer bioactivos con potencial nutracéutico y generar
productos de valor agregado como pildoras, tes, aditivos de alimentos, entre otras.
(Debnath-Canning et al., 2020; Stefanescu et al., 2020; Han, T., & Miao, G. 2024;

Czernicka et al., 2024).

Justificacion
Las bayas de V. corymbosum en los ultimos afios se las considera como un “super
alimento” por sus propiedades nutraceuticas atribuidas a su composicion fenolica dandole

un potencial antioxidante, antidiabética y antiinflamatoria (Hashim et al., 2021; Rana et

9



al., 2022). La expansion de este cultivo en el pais genera un aumento en la masa vegetal
residual radicando en buscar un aprovechamiento de estos, como hojas y tallos generados
en el mantenimiento del cultivo a lo largo de su vida productiva. La industria nutraceutica
esta adoptando innovaciones biotecnologicas para optimizar la biodisponibilidad de estos
compuestos fendlicos (Kalt et al., 2020; Yang et al., 2021; Felgus-Lavefve, 2022; Onuh et
al., 2023).

Es asi, que plantear la idea de gestionar los residuos del material vegetal de las plantas de
V. corymbosum permite darle un plus econémico al aprovechar bioactivos presentes como
los polifenoles. Aunque se dispone de poca informacion que asevera la presencia de
polifenoles en las hojas de V. corymbosum. Estos han logrado resaltar la presencia de estos
compuestos fendlicos, mediante macerado de hojas obtenidas de plantas bajo invernadero
y ensayos en laboratorio con vitroplantas, resaltando compuestos como el acido
clorogénico y las antocianinas (Stefanescu et al., 2020; Czernicka et al., 2024, Andrade,
M. 2024).

En este trabajo de investigacion se implementd técnicas biotecnologicas como la
elicitacion en vitroplantas de V. corymbosum con inductores como la luz y los subcultivos
para evaluar la produccion de polifenoles, que son compuestos de interés para la industria
nutraceutica, (Stefanescu et al., 2020). Esto podria ser valorado posteriormente en campo,
y asi aprovechar los residuos vegetales planta de V. corymbosum no solo sus bayas. El
presente trabajo de investigacion gener6 informacion sobre la produccion de polifenoles
totales en vitroplantas de V. corymbosum que puede ser de apoyo para posteriores
investigaciones a un mayor escalado (Hashim et al., 2021; Yang et al., 2021; Felgus-

Lavefve, 2022; Onuh et al., 2023)

1.3 Objetivos

10



1.3.1 Objetivo general.
Evaluar la produccion de polifenoles totales de vitroplantas de Vaccinium

corymbosum expuesto a diferentes procesos de elicitacion.

1.3.2 Objetivos especificos
1.3.2.1. Determinar la mejor semana dentro de los subcultivos para la

produccién de polifenoles totales.

1.3.2.2. Analizar el efecto de diferentes espectros de luz en la produccién de

polifenoles totales.

1.4 Pregunta de investigacion
(Los subcultivos y aplicacion de distintos espectros de luz LED afectan la produccion de

polifenoles totales en vitroplantas de V. corymbosum?

11



CAPITULO I
2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Vaccinium corymbosum

V. corymbosum comuinmente conocida como arandano es una especie arbustiva
autoctona del Norte de América especialmente Canada y del Sureste de los Estado Unidos
(Guo et al., 2019; Mengist et al., 2020). Sin embargo, Ecuador empezo6 a competir con el
cultivo de V. corymbosum en el mercado nacional e internacional desde el 2015, con la
iniciativa de un pequefio grupo de 23 emprendedores pertenecientes a la Federacion
Ecuatoriana de Productores y Exportadores de Arandano en el Ecuador (FEPEXA) segun
el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2015). En el pais principalmente se manejan las

variedades Biloxi y Emerald (Aldaz et al., 2024).

2.2. Importancia de Vaccinium corymbosum en el Ecuador

El género Vaccinium en el Ecuador estd tomando fuerza por sus propiedades
antioxidantes debido a sus componentes fendlicos, siendo atractivo para la industria
alimentaria como productos liofilizados y vinos, en la industria textil como tintes naturales,
en la farmacéutica como medicamentos antimicrobianos, antioxidantes, entre otros
(Caranqui et al., 2022). En el 2024 el pais alcanzo $ 3.9 millones en exportaciones de bayas
de V. corymbosum. El FEPEXA gestiona 24 empresas productoras de arandano en

provincias como Manabi, El Oro y Santa Elena (Aldaz et al., 2024).

2.3. Metabolitos secundarios en V. corymbosum

Los metabolitos secundarios con actividad antioxidante son caracteristicos en las bayas
de V. corymbosum tales como los polifenoles totales. Resaltando grupos como los fenoles,
antocianinas, las flavonas que ayudan a modular vias proinflamatorias y reducen el estrés
oxidativo, un factor asociado con diversas enfermedades cronicas como el cancer,

enfermedades cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Contreras et al., 2015,
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Karppinen et al., 2016; Clapa et al., 2022; Felgus-Lavefve, 2022). Ademas, los polifenoles
han mostrado efectos antiinflamatorios, antimicrobianos y moduladores del metabolismo,
lo que sugiere su potencial para prevenir y tratar diversas afecciones. En el estudio realizado
por Andrade, M. (2024) en V. corymbosum variedad Biloxi mediante el uso de cultivo in
vitro, en medios suplementados con el regulador de crecimiento tipo citoquinina 2-iP (N6-
(delta 2-isopentenil)-adenina se obtuvo plantulas de 30 dias de edad con un alto contenido

de polifenoles segtn el ensayo de Folin-Ciocalteu realizado.

2.3.1. Polifenoles Totales
Tanto en bayas como en las hojas de V. corymbosum se destacan grupos de
polifenoles como las antocianinas entre los principales se encuentran cianidina,
delfinidina, malvidina y peonidina y dentro de los fenoles se encuentra principalmente

el acido clorogénico (Samkumar et al., 2021; Bertelli et al., 2021; Andrade, M. 2024).

2.4. Elicitacion

La elicitacion es un método que permite la activacion de ciertas vias metabolicas en
una planta mediante agentes inductores, sean bidticos o abiodticos para desencadenar
mecanismos de defensa de la planta. En V. corymbosum uno de los principales inductores
abidticos es la luz, influyendo en el crecimiento, desarrollo y morfogénesis de la planta a
través de su fotosintesis. Sin embargo, la luz también desempenia un papel critico en el
control de la generacion de metabolitos secundarios para lograr la defensa optima en las
plantas (Thakur, M., & Sohal, B. S. 2013). En las bayas de V. corymbosum el estrés
luminico se ha implementado para aumentar la produccion de compuestos antioxidantes
como las antocianinas y polifenoles que son de interés en la industria de alimentos (Nazzaro

et al., 2022).
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En los ultimos afios se ha visto el interés de exponer a especies del género Vaccinium
a distintos espectros de luz para mejorar las caracteristicas morfoldgicas y nutricionales de
los frutos (Zhang et al., 2022). En estudios realizados por Wei et al., (2023) y Andrade M.
(2024), se visualiz6 un incremento en la concentracion de metabolitos secundarios como
las antocianinas y algunos polifenoles al ser expuestos a diferentes espectros de luz visible.
En un estudio realizado por Hogewoning et al., (2010), mostro el efecto de las luces LED
en la ruta de la clorofila y de brotacion de las plantas de V. corymbosum ex vitro ¢ in vitro.
La implementacion de luces LED en la agricultura estd tomando protagonismo para mejorar
las caracteristicas y procesos agricolas al momento de producir una planta en espacios

limitados (Hashim et al., 2021; Peng et al., 2022).

14



CAPITULO 11T
3. METODOLOGIA
3.1 Descripcion del area de estudio
El presente trabajo se realizd en las instalaciones del laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Técnica del Norte, ubicada en el Antiguo Hospital San
Vicente de Paul con las coordenadas UTM (0.346749; -78.113972), en la cuidad de

Ibarra provincia de Imbabura.

3.2 Ejecucion del primer objetivo

3.2.1 Analisis estadistico Etapa preliminar: Desinfeccion, brotacion y Elongacion
Se tomo6 explantes de plantas madre de V. corymbosum variedad Biloxi de 18 meses
de edad. A las cuales periddicamente, cada 8 dias se colocaba 5g/L del fertilizante
Quimifol. Para el proceso de desinfeccion se implementd el protocolo de
Casahualpa, P. (2024) modificado. La desinfeccion se realizd con 26.7g/L. de
detergente en polvo por 10 min con agitacion constante. Seguido se colocaron
66.7mL/L de jabon liquido neutro y 6.7mL/L de Tween 20 con agitacion contante
por 15min. Consecutivamente se sumergié en alcohol al 70% por 5min con
agitacion constante. Finalmente se agitd en una solucién de cloro al 2% y 6.7mL/L
por 18min. Entre cada cambio de solucion se aclaré con agua destilada estéril por
Imin, en tres ocasiones. Los explantes desinfectados fueron sembrados en el medio
Woody Plant (WPM I) propuesto por Casahualpa, P. (2024) para la brotacién. Los
explantes se mantuvieron en el cuarto de crecimiento a 25 + 3°C, 27-28% de
humedad relativa, con un fotoperiodo de 18h luz:6h oscuridad y una intensidad de

luz de 300pumol/m?xs por 4 semanas.
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Pasado el tiempo de brotacion se realizd la etapa de elongacion. Se preparo el medio
Woody Plant IT (WPM II), con el protocolo de Casahualpa, P. (2024) modificado.
Se utilizo el medio comercial Lloyd & McCown Woody Plant con vitaminas
(WPM), 30g/L de azticar, 2.4g/L. de Gelzan y 2.5mg/L del regulador de crecimiento
No6-(delta 2-isopentenil)-adenina (2-iP). Para la siembra se utilizaron plantulas de
3cm obtenidas del proceso de brotacion, en las que se efectud un corte en la base de
la micro estaca (Fig. 1). Se sembro6 5 plantulas por frasco y fueron cultivadas a 25
+ 3°C, 27-28% de humedad relativa, un fotoperiodo de 18h luz:6h oscuridad y una

intensidad de luz de 300umol/m?xs. Esta etapa tuvo una duracion de 4 semanas.

Figura 1. Cortes en las micro estacas para la etapa de elongacion. A) es el brote obtenido
de la d siembra en el medio de brotacion después de 4 semanas. B), corte transversal en la

base de la micro estaca previo a la siembra en el medio de elongacion.

3.2.2 Subcultivos

Para esta etapa se preparé medio WPM II propuesto por Casahualpa, P. (2024),
el cual fue dispensado en frascos de 250mL, 30mL por frasco. Para el proceso de

subcultivos se implementd la metodologia de Sedlak, J. (2009). Para el primer



subcultivo se tomaron las vitroplantas obtenidas del paso de elongacion, se realizo
un corte en la base del brote axilar para separar el explante de la estaca principal
(Fig. 2), se sembraron 10 explantes por frasco. Los subcultivos se mantuvieron en
el cuarto de crecimiento a 25 + 3°C, 27-28% de humedad relativa, un fotoperiodo
de 18h luz:6h oscuridad y una intensidad de luz de 300umol/m?xs durante 5
semanas, siendo la primera semana de adaptacion. Para el segundo subcultivo se
tomaron las vitroplantas del primer subcultivo, donde se realiz6 un corte transversal
obteniendo explantes iniciales de 4cm de alto y un corte en base del explante para
quitar tejido vegetal necrosado y callos, se sembraron 10 por frasco. Todas las
vitroplantas fueron colocados en el cuarto de crecimiento con las condiciones
ambientales mencionadas en la etapa de elongacion. Se repitié el proceso de
obtencion de explantes del segundo subcultivo hasta llegar al cuarto subcultivo y
cada uno tuvo una duracion de 5 semanas, teniendo en cuenta que la primera semana
fue la de adaptacion. En cada subcultivo, semanalmente se muestreo aleatoriamente
para realizar la cuantificacion de polifenoles totales. Cada proceso y muestro fue

realizado por triplicado. Los tratamientos ejecutados se detallan en la tabla 1.
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Figura 2. Cortes en las vitroplantas para los procesos de subcultivo. A) Corte en la base
de la yema axilar para obtener el explante para el primer subcultivo. B) corte en base del
explante para quitar tejido vegetal necrosado y callos, y otro corte transversal en la mitad

de la planta para tener explantes iniciales de 4cm, para posteriores cultivos.

A y v
*%‘ B
*'\.’ i ! \ )
‘,
)

Tabla 1. Tratamientos establecidos para la extraccion de polifenoles por subcultivos.
Tratamiento Codificacion Significado
1 T1 Subcultivo 1 semana 0
2 T2 Subcultivo 1 semana 1
3 T3 Subcultivo 1 semana 2
4 T4 Subcultivo 1 semana 3
5 T5 Subcultivo 1 semana 4
6 T6 Subcultivo 2 semana 0
7 T7 Subcultivo 2 semana 1
8 T8 Subcultivo 2 semana 2
9 T9 Subcultivo 2 semana 3
10 T10 Subcultivo 2 semana 4
11 T11 Subcultivo 3 semana 0
12 T12 Subcultivo 3 semana 1
13 T13 Subcultivo 3 semana 2
14 T14 Subcultivo 3 semana 3
15 T15 Subcultivo 3 semana 4
16 T16 Subcultivo 4 semana 0
17 T17 Subcultivo 4 semana 1
18 T18 Subcultivo 4 semana 2
19 T19 Subcultivo 4 semana 3
20 T20 Subcultivo 4 semana 4

3.2.3 Extraccion y cuantificacion de Polifenoles
La extraccion de los polifenoles se basd en los protocolos de Ehlenfeldt, M.

K., & Prior, R. L. (2001) y de Andrade M. (2024). Se pesaron 0.2g de vitroplantas
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tomadas completamente al azar de un frasco, se cortaron en trozos finos tanto hojas
como tallos y callos (Fig. 3A). Se macer6 con 4mL de una solucion acuosa al 49.5%
de acetona y 0.05% de acido acético glacial (Fig. 3B). Las muestras se llevaron a
agitacion a 150rpm por 24h a temperatura ambiente (25 + 3°C). Posteriormente se
centrifugd a 5000rpm en una centrifuga Refrigerada Thermo scientific HERAUS

por 15min para suspender los polifenoles totales.

Para la cuantificacion de la concentracion de polifenoles totales se uso el
método del Folin-Ciocalteau de Andrade M. (2024). Se tomaron 0.5mL del
sobrenadante y se colocd en un vial ambar de 10mL, se afiadio 0.75mL de Folin-
Ciocalteau y se dejo reposar por 8min. Se agregd 0.75mL de carbonato de sodio al
20% y se dejo reposar 60min (Fig. 3C). Las muestras se leyeron a una longitud de
760nm usando como blanco los solventes de extraccion y de revelacion (Pavlovi¢
et al., 2013). La concentracion de polifenoles totales fue expresada en miligramos
equivalentes de acido galico por cada gramo de peso seco (mgAGE/gPS). Se us6
una solucion patrén de 100mg/L. de 4acido gélico, para generar la curva de

calibracion con concentraciones de 2 a 6.5mg/L.

Figura 3. Metodologia de extraccion y cuantificacion de polifenoles. A) hojas y tallos
finamente cortados, B) muestras maceradas y centrifugas con los solventes de extraccion
previo a la revelacion, C) revelacion de polifenoles totales mediante el método del Folin-

Ciocalteau.
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3.3 Ejecucion del segundo objetivo

3.3.1 Produccion de Polifenoles mediante estrés luminico

Habiendo establecido la mejor semana dentro de los subcultivos para produccion
de polifenoles, se procedid a elicitar con diferentes espectros de luz LED en dicha
semana. Las cdmaras de elicitacion fueron de 45cm de alto, 37.5cm de ancho y 40cm
de profundidad (Fig. 4). Basado en los protocolos de Hung et al., (2016); Hashim.
(2021) y Zhang. (2022); Andrade, (2024), se colocaron como tratamientos la luz azul
(380-500nm) a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 54.72umol/m?*xs, la
luz roja (660nm) a 48.83umol/m?xs, y la luz blanca (380-750nm) a 58.75umol/m?>xs.
Se aplicaron periodos de estrés luminico de: 72h, 96h y 120h (Tabla 2) en los que se
midi6 la concentracion de polifenoles totales siguiendo el protocolo de extraccion y
cuantificacion de polifenoles detallado anteriormente. La intensidad de luz se midi6 con

un Luxémetro LIGHT METER LICOR 250°.

La unidad del contenido de polifenoles totales se expresd6 en miligramos
equivalentes de acido galico por cada gramo de peso seco de vitroplantas de V.
corymbosum (mgAGE/gPS). Para obtener el peso seco y el porcentaje de humedad de
las muestras vegetales en cada tratamiento se utilizd un analizador de humedad

RADWAG BALANCES & SCALES (Pavlovi¢ et al., 2013).

Figura 4.

Camaras elicitacion luminica para la produccion de polifenoles.
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Tabla 2. Tratamientos establecidos para la elicitacion por estrés luminico.

Tratamiento  Codificacion Significado
1 BT1 Luz blanca a 72h
2 BT2 Luz blanca a 96h
3 BT3 Luz blanca a 120h
4 AT1 Luz azul a 72h
5 AT2 Luz azul a 96h
6 AT3 Luz azul a 120h
7 RT1 Luz roja a 72h
8 RT2 Luz roja a 96h
9 RT3 Luz roja a 120h

34

En el presente trabajo de investigacion las diferencias estadisticas de los datos de cada
objetivo se determinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba
posterior de Tukey. Las diferencias significativas se determinaron utilizando un nivel de
confianza del 95% (p < 0.05). Se uso 3 réplicas en todos los experimentos y mediciones.

Ademas, se midio la unidad de polifenoles totales con equivalentes de acido galico segun

el peso seco (Guo, Y. 2019).

21



CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos sobre la produccion de polifenoles en
vitroplantas de V. corymbosum expuestas a diferentes inductores como los subcultivos y

estrés luminico.

4.1. Actividad preliminar: Elongacion

La etapa de elongaciéon gener6 un crecimiento aproximado de 3cm obteniendo
vitroplantas con un promedio general de 6cm de longitud en 30 dias. Estos resultados
concuerdan con la tendencia de crecimiento que presenta el trabajo de Rodriguez

Beraud, M., & Morales Ulloa, D. (2015), quienes iniciaron el proceso de elongacion
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con tallos de 1.5cm de V. corymbosum variedad Legacy y finalmente obtuvieron tallos
de 3.2cm como promedio general después de 45 dias. Duplicando su altura inicial al
concluir el ensayo. Sin embargo, la presente investigacion muestra una mayor
elongacién en un tiempo menor, ya que la longitud del tallo se duplica a los 30 dias a
diferencia de la investigacion de Rodriguez Beraud, M., & Morales Ulloa, D. (2015)
que requiere 15 dias mas para obtener dicha tendencia en sus resultados. Probablemente
la diferencia de longitud entre los trabajos se deba a la densidad de brotes por frasco,
ya que Rodriguez Beraud, M., & Morales Ulloa, D. (2015) colocaron 20 brotes por cada

frasco a diferencia del presente trabajo donde se coloc6 5 brotes por frasco.

El presente trabajo presentd tallos con mayor elongacion usando el regulador de
crecimiento 2i-P a comparacién de las investigaciones de Casahualpa, P. (2024) quien
obtuvo tallos con una altura de 3.8cm a los 30 dias y de Cueva y Granja. (2024) que
obtuvieron tallos de 3.2cm de altura después de 60 dias. Estas diferencias pueden
deberse a que en la presente investigacion se us6 el medio comercial Woody Plant
suplementado con vitaminas a diferencia de la ausencia de estas en el trabajo de
Casahualpa, P. (2024). Mientras que las diferencias de altura de las vitroplantas con el
trabajo de Cueva y Granja. (2024) pudo deberse a la concentracion del regulador de
crecimiento 2i-P, el trabajo actual aplico una concentracion de 2.5mg/L para el proceso
de elongacion a diferencia de Cueva y Granja. (2024) que usaron 2 mg/L del

fitoregulador de crecimiento 2i-P

4.2. Produccion de polifenoles totales de acuerdo con el subcultivo
La curva de calibracion en base al 4cido galico gener6 una ecuacion de la recta

y =0.174x — 0.102 Ecuacion 1
donde Y corresponde a la absorbancia y X a la concentracion del acido galico. La curva

presentd un coeficiente de determinacion de R? = 0.980 (Anexo 1).
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La prueba de ANOVA mostr6 que hay diferencias significativas entre la interaccion de las
semanas y los subcultivos (F = 3.14; p<0.05), indicando que el tiempo en semanas dentro
de cada subcultivo afecta directamente la concentracion de polifenoles totales en cada
tratamiento (Anexo 2).

Las medias muestran que el tratamiento con mayor concentracion de polifenoles totales es
el T17 (Subcultivo 4 en la semana 1) con 57.69mgAGE/gPS (Fig. 5). La presente
investigacion tuvo una mayor concentracion de polifenoles totales a comparacion con las
obtenidas por Stefanescu. (2020) en extractos de hojas in situ de V. corymbosum
(0.1355mgAGE/gPS). Estos resultados pueden deberse a que las muestras del trabajo
actual fueron tomadas después de un proceso de elicitacion por subcultivos in vitro. Otro
motivo para el aumento de los polifenoles en el presente trabajo pudo deberse a que fueron
expuestas a un fotoperiodo con mayores horas de Luz (18h) a diferencia de Stefanescu.

(2020) que trabajo con la luz del ambiente de 12h.
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Figura 5. Concentracion de los polifenoles totales, segun la interaccion del tiempo y los

subcultivos. La barra de color gris representa la media con la concentracion mas alta de

polifenoles en cuanto a los tratamientos.
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Por otro lado, el presente trabajo presenta una concentracion mas alta de polifenoles totales

al comprar con otras investigaciones realizadas in vitro como el trabajo de Contreras et al.,

(2015) con 40mgAGE/gPS y Andrade. (2024) con 51.24mgAGE/gPS. Estas diferencias en

la concentracion de polifenoles totales pueden deberse a la edad que presentan las

vitroplantas al ser muestreadas, la investigacion actual muestreo en la semana 1 del

subcultivo 4 a diferencia de Contreras et al., (2015) que realizaron el muestro en la semana

4 del subcultivo 1 y Andrade. (2024) cuantifico los polifenoles en la semana 1 del

subcultivo 1.

4.3. Produccion de polifenoles totales por elicitacion luminica

Después de exponer a un estrés luminico a las vitroplantas del subcultivo 4 en la semana

1, estadisticamente el ANOVA mostro que no hay diferencias significativas entre los

tratamientos (F=1.78; p>0.05), indicando que la relacion del tiempo de exposicion y

longitud de onda no afectan directamente la concentracion de polifenoles totales en
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cada tratamiento (Anexo 4). Constatandose, con el analisis de la prueba de Tukey
(Anexo 5) que indica que todos los tratamientos pertenecen al mismo grupo.

La media con la concentracion mas alta de polifenoles totales fue el control C3 (luz
Blanca a las 120h) con una concentracion de 50.17mgAGE/gPS a comparacion de los
tratamientos de luz azul y roja (Fig. 6). Este resultado puede deberse a la coloracion
rojiza que presentaban las vitroplantas en la luz LED blanca a diferencia de las
vitroplantas en las otras longitudes de onda. Esto se refuerza con lo mencionado por
Routray et al., (2018) que dice que la coloracion de las hojas se relaciona con la
concentracion de compuestos fenolicos, ya que en sus resultados las vitroplantas con
tonalidades rojizas tuvieron concentraciones mas altas de polifenoles totales, en este su
caso el tratamiento con luz LED azul presento estas caracteristicas colorimétricas.

En el trabajo actual la concentracion de polifenoles totales obtenida por la elicitacion
luminica fue menor a la obtenida en la elicitacion por subcultivos. Esto puede deberse
a que en el periodo de elicitacion el pais atraveséd cortes energéticos, que provoco una
reduccion aleatoria de 6-20h en los tiempos de exposicion en las diferentes longitudes
de onda. Como se menciona en los trabajos de Long et al., (2024) y Wu et al., (2022)
Orozco, M. (2024). la disminucién dréstica de luz, ya sea una exposicion prolongada
a niveles altos de sombra o una sombra subita disminuye significativamente en
contenido de compuestos fendlicos, reduccion en la expresion de enzimas como CHS

y ANS que participan en la ruta de la biosintesis de las flavonas y antocianinas.
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Figura 6. Concentracion de los polifenoles totales, segun el tiempo de elicitacion luminica.
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A pesar de que el presente estudio contintia la investigacion realizada por Andrade.
(2024), discrepa de la longitud de onda que mostré6 una mayor concentracion de
polifenoles totales. En el trabajo actual, el tratamiento con la longitud de onda blanca a
las 120h presento una mayor concentracion de polifenoles totales a diferencia del
trabajo de Andrade, M. (2024), donde la mayor concentracion de polifenoles totales se
logrd al exponer las vitroplantas a una longitud de onda azul por 72h, alcanzando
61.01mgAGE/gPS. El presente trabajo arrojé una menor concentracion de polifenoles
totales obtenida por Andrade, M. (2024) con 10 unidades menos. Estos resultados
pueden aludirse a los cortes aleatorios de luz que atraveso el pais cuando se realiz6 los

ensayos de elicitacion luminica.
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CAPITULO V

S. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El subcultivo 4 en la semana 1 generd la concentracion mas alta de polifenoles
totales con 57.69mgAGE/gPS respecto al subcultivo 1 semana 1 con
27.9mgAGE/gPS.

La exposicion de las vitroplantas de V. corymbosum a la luz LED blanca por 72h
genera concentraciones de polifenoles totales de 50.17mgAGE/gPS, siendo
mayor a la de los tratamientos con luz roja y azul.

La elicitacion por subcultivos resultd ser el método que generd una mayor
concentracion de polifenoles totales con 57.69mgAGE/gPS respecto al estrés con

luz LED que tuvo 7 unidades menos.

5.2. Recomendaciones

Realizar un quinto subcultivo para asegurar la viabilidad de la produccion de los
polifenoles totales después del cuarto subcultivo.

Cultivar las vitroplantas en un medio liquido como el sistema de inmersion
temporal para evaluar su efecto en la produccion de polifenoles totales.

Usar medios con vitaminas para las etapas de subcultivo y estrés luminico, y
evaluar como afecta en la produccion de polifenoles.

Implementar la elicitacion por luz LED en el subcultivo 3 en la semana de
adaptacion la cual también presento una alta concentracion de polifenoles totales
y comparar si hay el mismo resultado que el que se obtuvo en el subcultivo 4

semana 1.
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Anexo 1. Curva de calibracién con el Acido Galico
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Anexo 2. Analisis de varianza de la cuantificacion de polifenoles totales en los subcultivos

F.V. SC gl CM F p
Modelo 3829.13 21 182.34 4.67 <0.0001
Siembra 1568.85 3 522.95 13.38 <0.0001
Semana 408.95 4 102.25 2.62 0.0502
Tratamientos 1474.32 12 122.86 3,14 0.0035
Bloques 377.01 2 188.51 4.82 0.0136
Error 1484.88 38 39.08
Total 5314.02 59

Nota: F.V: Fuentes de Variacion, SC: Sumatoria de cuadrados, gl: Grados de libertad, CM= Cuadrados
medios, F: proporcion de la varianza y p: valor de probabilidad, **: significancia estadistica

Anexo 3. Resultados de la prueba de Tukey al 5% de los tratamientos utilizados en la
extraccion y cuantificacion de polifenoles totales.

Tratamientos (mlgvll:((_l‘;i/zsp S) n E.E

T17 57.69 3 3.94 A

T11 53.64 3 3.94 A B

T12 48.6 3 3.94 A B C
T10 47.99 3 3.94 A B C
T14 46.62 3 3.94 A B C
T7 46.6 3 3.94 A B C
T13 44.5 3 3.94 A B C
T8 43.49 3 3.94 A B C

(98]
(@)}



T19 433 3 3.94 A B C
T6 42.75 3 3.94 A B C
T9 42.18 3 3.94 A B C
T15 40.5 3 3.94 A B C
T16 40.24 3 3.94 A B C
T5 39.36 3 3.94 A B C
T4 35.31 3 3.94 B C
T20 33.38 3 3.94 B C
T3 32.73 3 3.94 B C
T18 31.51 3 3.94 B C
T2 31.25 3 3.94 C
T1 27.9 3 3.94 C

Anexo 4. Andlisis de la varianza de la cuantificacion de polifenoles totales en la elicitacion

luminica.

F.V. SC gl CcM F p
Modelo 1332.97 11 121.18 1.78 0.1140
Tratamientos 1332.97 11 121.18 1.78 0.1140
Error 1629.81 24 67.91
Total 2962.78 35

Anexo 5.  Resultados de la prueba de Tukey al 5% de los tratamientos utilizados en la
extraccion y cuantificacion de polifenoles totales.

Tratamientos (mg?g>2;s) n E.E.
BT3 50.17 3 4.95 A
BT1 45.58 3 4.95 A
BT2 4478 3 4.95 A
ATl 41.30 3 4.95 A
AT3 41.11 3 4.95 A
AT2 39.64 3 4.95 A
AT2 35.93 3 4.95 A
RT3 35.60 3 4.95 A
RTI 25.35 3 4.95 A

37



