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ABREVIATURAS

m Metro

cm Centimetro

mm Milimetros

g Gramo

mL Mililitro

g/L Gramo por litro

mg/L Miligramo por litro

mL/L Mililitro por litro

pH Potencial Hidrégeno
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BAP 6-Bencilaminopurina

AlB Acido indolbutirico

AG3 Acido giberélico

DCA Disefio Completamente Aleatorio
°C Grados centigrados

psi Pound square inch (libra por pulgada cuadrada)
MS Medio basal Murashige & Skoog
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RESUMEN EJECUTIVO

La frambuesa (Rubus rosifolius Sm.) se ha convertido en una fruta muy apetecible y
demandada a nivel nacional debido a los beneficios que aporta tanto en la salud como
en la economia de la sociedad. Esta especie ha sido capaz de adaptarse a las
condiciones del suelo y clima ecuatoriano, a pesar de no ser nativa. Su propagacion en
el campo se ha visto afectada por la edad y la pérdida de calidad de la planta madre.
Por esta razdn es necesario realizar su rejuvenecimiento y micropropagacion in vitro,
lo que permitira brindar a la comunidad plantas y frutas mejoradas. Para este fin se
plantearon diferentes protocolos en cada etapa. En la fase de desinfeccion se probo dos
tratamientos T1 (presencia de antioxidantes) y T2 (ausencia de antioxidantes);
introduccion T1(6-Bencilaminopurina (BAP), 1mg/L, antioxidantes), T2 (BAP 1.5
mg/L, ausencia de antioxidantes); multiplicacion T1 (BAP 1 mg/ L), T2 (BAP 1.5
mg/L) y T3 (BAP 2 mg/L); y enraizamiento T1 (BAP 1 mg/ L; Acido indolbutirico
(AIB)1 mg/L), T2 (BAP 1 mg/ L; AIB 2 mg/L), T3, (BAP 1.5 mg/L; AIB 1 mg/L), T4
(BAP 1.5 mg/L; AIB 2 mg/L), T5 (BAP 2 mg/L; AIB 1 mg/L), T6 (BAP 2 mg/L; AIB
2 mg/L). Se evaluaron diferentes variables y se eligio el tratamiento que presentd
mejores resultados para cada una de las etapas: desinfeccion T1, introduccién T1,
multiplicacion T3, y enraizamiento T5. Los tratamientos elegidos permitieron obtener

el protocolo final para la micropropagacion de frambuesa.

Palabras clave: desinfeccidon, enraizamiento, establecimiento, frambuesa,

meristemos axilares, micropropagacion, multiplicacién
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ABSTRACT

The raspberry (Rubus rosifolius Sm.) has become a very appetizing fruit and demanded
nationwide due to the benefits it brings both in health and in the economy of society.
This species has been able to adapt to the soil conditions and Ecuadorian climate,
despite not being native. Its spread in the field has been affected by the age and loss of
quality of the mother plant. For this reason it is necessary to perform their rejuvenation
and micropropagation in vitro, which will allow the community to provide improved
plants and fruits. For this purpose, different protocols were proposed at each stage. In
the disinfection phase, two treatments T1 (presence of antioxidants) and T2 (absence
of antioxidants) were tested; introduction T1 (6-Benzylaminopurin (BAP), 1mg / L,
antioxidants), T2 (BAP 1.5 mg / L, absence of antioxidants); multiplication T1 (BAP
1mg/L), T2 (BAP 1.5mg/L)and T3 (BAP 2 mg/L);and rooting T1 (BAP 1 mg/
L; Indolbutyric acid (AIB) 1 mg/L), T2(BAP1mg/L; AIB2mg/L), T3, (BAP 1.5
mg/L;AIB1mg/L), TA(BAP15mg/L;AlIB2mg/L), T5(BAP2mg/L; AlB
1mg/L), T6 (BAP 2 mg/L; AIB 2 mg/L). Different variables were evaluated and
the treatment that presented the best results for each of the stages was chosen:
disinfection T1, introduction T1, multiplication T3, and rooting T5. The treatments

chosen allowed obtaining the final protocol for raspberry micropropagation.

Keywords: axillary meristems, disinfection, establishment, micropropagation,

multiplication, raspberry, rooting,
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JUSTIFICACION

Existen varios factores que influyen en la produccion alimentaria a nivel mundial. Uno
de los més importantes es el calentamiento global. Piqueras (2007) afirma que si
aumenta la temperatura ambiental es posible que el rendimiento de la produccién de
los principales cultivos se reduzca en un porcentaje significativo. Ademas, sefiala que,
si este fendmeno continua, se estima una pérdida entre 1.9 y 22.4% para el afio 2080,
ya que las precipitaciones decreceran en un 10% y la humedad del suelo se vera

afectada en un 30%.

Por otro lado, otra variable que amenaza la seguridad alimentaria es el crecimiento
demogréafico. Se estima que para el afio 2080, la poblacion aumentara hasta 2100
billones de personas. Esto sugiere la busqueda de alternativas que permitan mantener

o aumentar el rendimiento de produccion de los cultivos (Kashiwase, 2015).

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en el Objetivo 2 de Desarrollo
Sustentable manifiesta “Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejor
nutricion y promover la agricultura sostenible” (ONU, 2017). En este sentido,
estableci6 el programa “Hambre Cero”. El mismo, busca alimentar a los 795 millones
de personas que actualmente sufren de hambre. A ello, se suma también los 2000
millones de seres humanos que se calcula estaran en esa situacion en el afio 2050
(ONU, 2017). No obstante, para cumplir esta meta se requiere concientizacion y
cambios en el sistema agroalimentario mundial, donde cada uno de nosotros también

estamos involucrados.

Con el objetivo de incrementar los indices de produccidn para alimentar a la poblacion
de forma sostenible, a nivel mundial se propuso la conocida agricultura intensiva. De
acuerdo a Canomanuel (2015) la mencionada agricultura, se ha basado en el uso
excesivo de agroquimicos. Entre ellos se puede mencionar a los plaguicidas,
fungicidas, bactericidas, fertilizantes. (Canomanuel, 2015), etc. Todos generan un

dafo irreparable a los ecosistemas y sus componentes abiéticos y bidticos, como por
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ejemplo: humanos, plantas, animales, microorganismos, suelos, sedimentos,

atmdsfera, hidrdsfera (Sanchez, Ortiz, 2010), entre otros.

Por lo antes mencionado, ha sido imprescindible y una responsabilidad de la
comunidad cientifica la busqueda de nuevas alternativas que permitan generar una
mayor cantidad de alimentos para mitigar el hambre y desnutricion de la poblacion
mundial en constante crecimiento, superando las condiciones adversas como el cambio
climatico y claro que causen menos perjuicios a los ecosistemas, evitando el uso

excesivo de agroquimicos, ademas de cuidar la salud de los consumidores.

El Ecuador alberga 17 millones de personas, aunque para el afio 2050, se estima que
la poblacion llegaria a 23.4 millones de ecuatorianos (INEC, 2018). En este contexto,
es imprescindible garantizar la alimentacion. Segun la Secretaria Nacional de
Planificacion y Desarrollo (2017) el Plan Nacional del Buen Vivir, en su objetivo 3:
“Mejorar la calidad de vida de la poblacién”, tiene como meta, erradicar el hambre de
los sectores mas pobres y vulnerables. Ademas, igualmente se ha evidenciado que los
agricultores ecuatorianos en su mayoria indigenas, debido al desconocimiento realizan
un manejo inadecuado de los agroquimicos, provocando todos los perjuicios

anteriormente mencionados (INEC, 2014).

Como alternativa a la agricultura intensiva, y gracias al desarrollo de la biotecnologia
vegetal, se ha propuesto algunas técnicas para lidiar con estos problemas mencionados.
Entre ellas se puede encontrar al cultivo de tejidos vegetales, que es la clonacion
vegetativa in vitro realizada en base a plantas de muy buena calidad (Daorden &
Sanpedro, 1982). Las ventajas que ofrece esta técnica, es que se puede propagar miles
de plantas en un espacio pequefio en el laboratorio, a diferencia del nimero de
hectareas requerido para el cultivo en campo. Adicionalmente, al ser realizada en un
medio aséptico los clones obtenidos son libres de enfermedades y plagas (Ahloowalia,
1998). También, asegura que los clones seran de excelente calidad. Por lo tanto,
usando esta tecnologia se podra aumentar la produccion y con el redito de que seran
cultivos libres de enfermedades. Igualmente, en campo requeriran la aplicacion de

menos quimicos (Cruz, 2012).
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Rubus rosifolius Sm., es una de las 23 especies existentes en el Ecuador, distribuida
en las provincias de Carchi, Loja, Napo, Pichincha y Santo Domingo de los Tachillas
y es nativa de Asia continental e Indonesia y actualmente esté naturalizada en nuestro
pais (Romoleroux et al., 2018). No obstante, R. rosifolius fue recientemente
introducida con fines alimenticios a la provincia de Tungurahua desde junio de 2010,
R. rosifolius actualmente crece en la Granja Frambuesita, propiedad de la lugarefia
Martha Romero, sitio turistico localizada en la comunidad de Penileo, parroquia
Presidente Urbina, correspondiente al canton Pillaro (Novoa, 2017).

Es importante recalcar que la frambuesa es pobremente conocida y consumida, y tan
solo una pequefa parte de la poblacion sabe de sus usos alimenticios (Novoa, 2017).
Ademas, es vital la blasqueda de su constante mejora, por medio de métodos
convencionales o biotecnoldgicos. Asi mismo, su importancia radica en sus multiples
beneficios para la salud, como el aportar con compuestos antioxidantes y

anticancerigenos (Garcia & Ara, 2014).

Por otro lado, el interés comercial de Rubus spp. radica en la demanda existente en el
mercado nacional y extranjero. De acuerdo al Banco Central del Ecuador, las
exportaciones de la frambuesa se iniciaron en el afio de 1996, con bajos volumenes,
hasta el afio 2000, en donde logro incrementar sus exportaciones en un 24% (Mantilla,
2008). La produccién mundial de Rubus spp. es de aproximadamente 412 mil
toneladas, sin embargo, el consumo mundial tiene una demanda insatisfecha,

originando situaciones de precios elevados en algunos paises (INFOAGRO, 2018).

Con respecto a la produccién de Rubus spp., segun datos estadisticos del 2005,
Ecuador importa alrededor de 10 toneladas de frambuesa y otras bayas. Hasta el afio
2005 se habia registrado en el pais una superficie cosechada de frambuesa y otras bayas
de alrededor de 2250 hectareas, con una produccion a nivel nacional de 3920 toneladas

y un rendimiento por hectarea de 1.74 toneladas (Mantilla, 2008).

La importancia de estudiar a R. rosifolius también radica en el hecho de que la planta
madre de la cual se obtienen las muestras ha logrado multiplicarse en suelos

ecuatorianos (Novoa, 2017) tales como en Pillaro, y bien podria plantarse en otras
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zonas de Tungurahua con fines comerciales. La utilidad de varias especies de plantas
del género Rubus, no es unicamente del fruto. Segun Estupifian et al. (2011) las hojas
albergan antocianinas, fenoles, antioxidantes, y otros compuestos quimicos usados
para tratar sintomas y dolencias. Ademas, las culturas griegas, romana y china,
utilizaban la infusion de las ramas para contrarrestar la diarrea, tratar el cabello seco e
inclusive como antidoto para mordedura de serpiente (Hummer, 2010). Por esta razon,
es necesario micro propagar esta especie, para poder aprovechar sus frutos y quizas las
demas partes vegetativas en distintas partes del pais.

El presente proyecto se enfocd en la estandarizacion de un protocolo de
micropropagacion de frambuesa R. rosifolius a partir de meristemos axilares. Para ello
se ajustod las etapas del proceso, desde la recepcion de la planta madre, hasta el

enraizamiento de las plantas obtenidas.

XXV



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes Investigativos

1.1.1. Frambuesa (Rubus rosifoluis Sm.)

1.1.1.1. Generalidades

La especie Rubus rosifolius es originaria del Himalaya, Asia occidental y Australia,
perteneciente a la familia Rosacea, en la cual también se encuentran otras especies
particulares de importancia agronémica como la mora, arandano, grosella, frutilla,
entre otras (Oliveira et al. 2016). Esta formando parte del grupo de plantas que
presentan sus frutos en forma de vayas, entendiéndose como tales a aquellos cultivos
que producen frutos pequefios y delicados, que requieren cuidadosos procedimientos
post-cosecha, intensiva mano de obra y que ocupan generalmente reducidas superficies

de cultivo (Traversaro, 2013).

Segun Sanchez y Zuiiga (2017) esta especie de Rubus rosifolius es un arbusto lefioso
perenne, a diferencia de las frambuesas comunes, Rubus idaeus, que son arbustos
caducifolios (arboles o arbustos que pierden su follaje durante una parte del afio, época
desfavorable (UAEM, 2011). Su cultivo se ha extendido alrededor del mundo en la

actualidad.

Existen dos tipos generales de frambuesos, las remontantes que tienen dos épocas de
produccién, cuya primera cosecha se extiende durante determinados meses
(aproximadamente 2 cosechas por afio), y las no remontantes que fructifican una vez
al afio (Ciren, 2017).

Para su crecimiento optimo esta planta necesita permanecer en suelos con un pH de

6.5, sin embargo, estd puede ser cultivada tanto en ambientes ligeramente &cidos o



neutros. Es importante para su cultivo mantener los suelos con humedad estable. El
exceso de agua en el suelo es perjudicial para la planta, ya que esta se estresa con
encharcamientos, por esta razon es importante controlar el drenaje (Pérez, 2013).

La presencia de altas cantidades de materia organica es fundamental para que el cultivo
sea exitoso, por esta razon es importante aportar al suelo con un abono proveniente del
estiércol y paja. La edad media que puede durar un cultivo de frambuesa en el campo
es de 10 a 20 afios, por esta razon es importante controlar las condiciones del suelo a
comenzar el cultivo (Infrojardin, 2013).

En cuanto a sus necesidades luminicas, es medianamente exigente y puede crecer en
lugares expuestos directamente al sol o protegido con una semisombra, indistintamente
(Pérez, 2013). Con relacién al clima, el rango minimo de temperaturas que puede
soportar varia entre -1°C a -7°C. La temperatura alta influye en la fotosintesis y el

crecimiento mientras que la baja influye en la floracion (Intagri, 2010).

1.1.1.2. Descripcion botanica

El arbusto de la frambuesa de manera independiente alcanza 0.75 m de altura, mientras
que cuando se apoya en otra vegetacion se extiende lateralmente hasta alcanzar los 2

m o mas (Undurraga, 2013).

Tiene varios tallos arqueados, con didmetros de 0.5 a 1 cm y una médula de 3 mm.
Ademas, las ramas tienen espinas cortas, curvas; las plantas adultas tienen un sistema
radicular fibroso; las flores tienen cinco pétalos blancos y la fruta es de color rojo

brillante y es jugosa cuando madura (Boufford, 2002).

Respecto a sus brotes, Ciordia (2014) sefiala que la cantidad puede oscilar en funcién
de la variedad y edad de la planta, desde 2-3 en el primer afio, hasta mas de 20 en
plantas adultas. En cuanto a sus hojas Cancino (2011), menciona que posee hojas
alternas trifoliadas o pinnadas, los folios son ovales, alargados, acuminados, aserrados;
la hoja presenta un color verde en el haz y color blanquecino con vellosidades en el

envés, con vena media.



1.1.1.3. Importancia de la especie

La frambuesa es una fruta de una presencia y aroma exquisitos y con un sabor muy
fino y caracteristico. Puede ser utilizada para consumo directo y en las industrias de la
alimentacion para la elaboracion de: mermeladas, jarabes, papillas infantiles, helados,
yogurt, licores, etc. Ademas, actualmente se comercializa en forma de fruta congelada,

pulpas y esencias (Allccaco, 2016).

La frambuesa es rica en nutrientes, los cuales cambian en su porcentaje de composicion
segun la variedad. Este fruto estd compuesto por agua en un 85-90%, contiene
carbohidratos como: fructosa y glucosa, en un 5%; acido citrico 1.72%,
aproximadamente. También, las frambuesas son una excelente fuente de vitaminas A,
C, E y K, ademas contienen &cido félico y minerales (fosforo, calcio, magnesio,

potasio, manganeso Y hierro) (Garcia & Ara, 2014).

Adicionalmente, es vital mencionar que tiene un porcentaje alto de antocianinas,
principalmente pelargonidinas y cianidinas, que se han relacionado con sus
propiedades bioldgicas y terapéuticas; y a pesar que los estudios sobre contenido
fendlico, las actividades de deteccion de antioxidantes y antimicrobianos son escasos,
los resultados obtenidos de varios estudios con la frambuesa y la mora, que pertenecen
al género Rubus, proporcionan una indicacion clara de que poseen estas actividades
(Oliveira et al. 2016). En el trabajo realizado por Jonville et al. (2011) se sefiala que
Rubus rosifolius, exhibe actividad analgésica y que puede usarse como farmaco y

aplicar para el tratamiento de la malaria, debido a su efecto calmante y antinflamatorio.

1.1.2. Cultivo in vitro

El término in vitro, “significa cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio en un
ambiente artificial” (Castillo, 2010) o en condiciones de laboratorio, en donde de
acuerdo a la necesidad de la planta, se suministran las hormonas, vitaminas, nutrientes,
sales, etc., que necesita para crecer y desarrollarse. Esta técnica garantiza plantas libres

de pat6genos y enfermedades.



El cultivo in vitro de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento y/o crecimiento de células o tejidos en un medio nutritivo y en
condiciones ambientales controladas. Los tejidos vegetales pueden cultivarse in vitro,
debido a que las plantas poseen zonas con altas cantidades de células madre
(meristemos) de caracteristica totipotente, es decir, que cuentan con toda la
informacién genética y capacidad para multiplicarse, diferenciarse y regenerar una
planta completa (Daorden, 2012).

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas
generalizadas del cultivo in vitro, utilizando inicialmente un fragmento (explante) de
una planta madre, posteriormente se obtiene un grupo uniforme, con plantas

genéticamente idénticas, denominadas clones (Castillo, 2010).

Segun Cruz (2012) esta técnica involucra una serie de etapas que inicia en
procedimientos de seleccion y desinfeccion de la planta madre, posteriormente la
introduccion de segmentos nodales o meristemos, seguido por la multiplicacion y
enraizamientos. La Ultima etapa de este proceso se conoce como aclimatacion, el cual

se realiza fuera de las condiciones de laboratorio, es decir en el campo o invernadero.

La aplicacion de la técnica de micropropagacion se enfrenta a una serie de limitantes
que dificultan la realizacidn de algunas de sus fases o etapas. Entre éstas sobresale el
enraizamiento, ya que algunas especies no presentan una respuesta consistente a la
aplicacion de hormonas que lo estimulan, y la aclimatacion del material, la cual
involucra aspectos relativos a la anatomia, fisiologia y practicas de manejo del
material, que deben conocerse para aplicar procedimientos que permitan aclimatar el

material vegetal y lograr su supervivencia (Cruz, 2012).

1.1.2.1, Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los organismos
en condiciones de laboratorio. La diversidad de nutrientes es tan variada que se ha

desarrollado varios medios de cultivo diferentes, entre los que se destacan el formulado



por Murashige y Skoog, utilizados para el cultivo de 1962 o el Woody Plant disefiado

para el cultivo de forestales (Nordeste, 2006).

En general, los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos vegetales son
menos complejos que los utilizados para cultivos microbianos y son formulados de
manera mas o0 menos empirica. Si bien se desarrollan periédicamente nuevas formulas
comerciales, no existe hasta el presente un disefio racional que tenga en cuenta la
composicién centesimal de la célula vegetal y el conjunto de condiciones que controlan

el crecimiento y la diferenciacion (Llorente, 2002).

Las células requieren una variedad de nutrimentos organicos e inorganicos, para
crecer; estos nutrimentos se requieren en dos niveles: uno macro y otro micro.
Generalmente, las células en crecimiento pueden fabricar sus propias proteinas a partir
de fuentes adecuadas de nitrogeno y carbohidratos suministradas por el medio de
cultivo; sin embargo, existen otras sustancias organicas que se requieren en minimas
cantidades (Roca & Mroginski, 1993). Debido a esto, los medios de cultivo por lo
general estan compuestos de: macronutrientres, micronutrientes, vitaminas,
reguladores de crecimiento, un agente gelificante (agar, phytagel, gelatina), carbdn
activado, antioxidantes, antibioticos, agua, entre otros. EI medio de cultivo debe

mantener un pH semejante al del suelo que puede variar entre 5 a 8.

1.1.2.2. Macro y micronutrientes

Un organismo necesita una mayor cantidad de macronutrientes que de micronutrientes
para funcionar correctamente (FAO, 2015). Castro (2006) sefiala que los nutrientes
de mayor importancia que se deben afiadir en el medio de cultivo para el correcto
desarrollo y éptimo crecimiento del explante son macroelementos como: carbono,
potasio, nitrogeno, fosforo, hidrégeno, oxigeno, azufre, magnesio y calcio; y
microelelementos como: hierro, zinc, cloro, cobre, molibdeno, boro, manganeso, entre

otros.



1.1.2.3. Carbohidratos

Las plantas cuando estan sometidas a un sistema in vitro, no tienen la capacidad de
realizar fotosintesis por si solas, comportandose como organismos heterétrofos, por lo
cual resulta indispensable afiadir azlcares a los medios de cultivo como fuente de
carbono para la generacion de energia y por ende el mantenimiento de toda la
homeostasis. La sacarosa es el azticar empleado universalmente, aunque también suele
emplearse glucosa, maltosa, rafinosa, fructosa o galactosa, entre otros (Segretin,
2006).

1.1.2.4. Vitaminas

Son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones enzimaticas en el
metabolismo, estas son requeridas en pequefias cantidades. Las vitaminas mas
empleadas son: tiamina (crecimiento radical), &cido nicotinico (produccion de raices y
accion inhibitoria en el desarrollo de yemas axilares), piridoxina (coenzima en el
metabolismo de los aminoécidos), myo-inositol (tiene un efecto sobre la proliferacion

de tejidos), acido ascorbico y acido citrico (antioxidantes) (Segretin, 2006).

1.1.2.5. Reguladores de crecimiento

Las hormonas reguladoras de crecimientos son los compuestos de mayor importancia
en el medio de cultivo. Estas se dividen en auxinas (estimulan el alargamiento celular
y promueven la division celular), citoquininas (estimulan la division celular, inducen
la formacion de brotes, e inhiben la formacion de raices), giberelinas (promueven el
crecimiento meristematico, inhiben la formacion de callos y raices adventicias) y

retardantes e inhibidores de crecimiento (Sharry et. al, 2015).
1.1.2.6. Agente gelificante
De acuerdo al requerimiento de cada planta, se pueden preparar medios de cultivo

solidos o semisolidos empleando para ello agentes gelificantes.. Los geles ayudan a

dar soporte a los tejidos que se encuentran en crecimiento en condiciones estaticas



(Razdan, 2003). Es importante tomar en cuenta la pureza del agar, ya que
ocasionalmente aparecen contaminantes de variada naturaleza. La marca y las
concentraciones utilizadas pueden causar diferentes respuestas in vitro a las esperadas
(Roca & Mroginski, 1993).

1.1.2.7. Totipotencia celular

La totipotencia es la capacidad de una célula vegetal de permitir el desarrollo de una
planta completa. Las células totipotentes son células somaticas que han conservado
su capacidad de dividirse y diferenciarse en células especializadas. De esta forma, si
son colocadas en un medio adecuado para su desarrollo, pueden generar todos los

organos de una planta adulta (Pérez, 2017).

1.1.2.8. Técnicas de regeneracion vegetativa

Para la regeneracion de plantas en condiciones in vitro existen dos procesos
morfogénicos muy utilizados: organogenesis directa (los brotes se forman
directamente del explante) o indirecta (existe un paso intermedio a través de la
formacidén de un conjunto de células denominadas callo) y la embriogénesis somatica
(Orozco, 2012).

1.1.3. Etapas de cultivo in vitro

1.1.3.1. Seleccion del explante

La seleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos (Roca & Mroginski, 1993). Esta fase ademas, depende
de la respuesta que presente en condiciones de laboratorio, asi, mientras la planta sea
mas joven, la respuesta serd mejor, porque posee zonas mas activas que las que estan
en una adulta (Orozco, 2012). La planta madre de donde se obtengan los explantes
tiene que estar previamente tratada con fungicidas y bactericidas sistémicos, ademas

de haber sido desarrollada en un ambiente ideal de temperatura, humedad, luz. El



objetivo es poder contar con explantes obtenidos de una fuente libre de patégenos y de

muy buena calidad.

1.1.3.2. Desinfeccién

Los procesos de desinfeccion de las plantas madre que se llevan a cabo en el
laboratorio, generalmente constan de lavados del material vegetal con agentes
quimicos como etanol, hipoclorito de sodio, fungicida, bactericidas, entre otros, a
diferentes concentraciones; esto depende de la planta que se utilice, el objetivo de la

desinfeccion es eliminar los microorganismos exdgenos (Jimenez, et.al. 2017).

Después de haber seleccionado ya la planta madre, se procede a cortar diminutos
fragmentos de tejido, los cuales son conocidos como explantes, los cuales pueden ser
yemas axilares, porciones de hojas y raices, semillas, meristemos, etc. Antes de la
extraccion de estos, se debe realizar una desinfeccion de las fracciones de planta madre
con el fin de eliminar los contaminantes endégenos. Los mas comunes son aquellos
que se pueden encontrar en el ambiente como hongos y bacterias. Luego de este
proceso de desinfeccion, el material vegetal se debe mantener en condiciones asépticas
(Castillo, 2010).

En ciertas ocasiones suele presentarse contaminaciones de tipo enddgena que no puede
ser eliminada mediante una desinfeccion de la superficie, en estos casos durante las

siguientes etapas del proceso se incluye antibioticos en el medio de cultivo.

1.1.3.3. Establecimiento in vitro

El explante ya desinfectado, es colocado en medios de cultivo adecuados con el
propdsito de inducir una organogeénesis directa mediante la induccion de la brotacion,
la cual depende directamente del equilibrio hormonal. Un nivel alto de auxinas
favorece la formacion del callo, mientras que la baja concentracion de auxinas y alta

de citoquininas promueve la brotacion (Quintero, 1996).



1.1.3.4, Multiplicacion

Esta fase es considerada la mas importante e influyente dentro de todo el proceso de
cultivo in vitro. En esta etapa se tiene la esperanza de que los explantes que fueron
capaces de sobrevivir al proceso de desinfeccion e introduccion, puedan originar brotes
y hojas. En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollara luego de ser puesta
en contacto con el medio de cultivo. Estos nuevos retofios se deben dividir y sembrar
en un nuevo medio de cultivo (tubos o frascos). Estas operaciones se realizan en la

camara de flujo laminar para mantener condiciones de asepsia (Castillo, 2010).

1.1.3.5. Enraizamiento

El enraizamiento es un tratamiento que se logra sometiendo el tejido a un medio con
un balance hormonal diferente. Normalmente, la formacion de la raiz se favorece al
aumentar la relacion auxinas/citoquininas, en algunas especies se obtiene en medios
carentes de hormonas, dado el contenido endogeno de las auxinas es suficiente
(Quintero, 1996).

Para el enraizamiento se utilizan los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacién
con una longitud aproximada de 2 cm. Estos se transfieren a medios de cultivo sin
reguladores de crecimiento o s6lo con auxinas. En ciertos casos las plantas producen
raices en el medio de multiplicacién, por lo cual la etapa de enraizamiento ya no es
necesaria (Castillo, 2010).

1.1.3.6. Aclimatacién

El proceso de aclimatacion consiste en transferir las plantulas al ambiente ex vitro.
Debido a que los brotes se desarrollaron en condiciones de alta humedad y baja
intensidad de luz, sus hojas poseen menos ceras epicuticulares que las cultivadas en
invernadero. Esto ocasiona que pierdan agua rapidamente al ser trasladada a
condiciones ex vitro, lo cual pone enriesgo la supervivencia de la plantula. Las plantas

necesitan pocos dias para que sean capaces de producir su propio recurso de carbono,



pues al ser cultivadas in vitro, son suplementadas con sacarosa y se mantienen con

poca luz, por lo que no dependen totalmente de su fotosintesis (Varela, 2018).

1.1.4. Cultivo por meristemos

Los meristemos son tejidos que influyen directamente en el crecimiento vegetal, ya
que estan conformados por células no diferenciadas que se dividen de forma activa
(células totipotentes), y tienen la capacidad de dar lugar a todos los tejidos vegetales.
Estan conformados por células diminutas, presentan forma poliédrica, finas paredes,
abundantes vacuolas pequefias. Permanecen jovenes y poco diferenciadas, se dividen
de manera rapida en los tejidos. Por lo general, los meristemos son utilizados como
explante inicial para el cultivo in vitro obteniendo asi plantas sanas y libres de

patogenos (Zapata, 2012).

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Estandarizar el protocolo de micropropagacion y cultivo in vitro de la frambuesa

(Rubus rosifolius Sm.) a partir de meristemos axilares.

1.2.2. Objetivos especificos

. Realizar estudios preliminares de la fase de desinfeccion, establecimiento,
propagacion y enraizamiento del cultivo in vitro de meristemos axilares de la
frambuesa.

. Identificar el tratamiento adecuado para la desinfeccion de meristemos

axilares de frambuesa.

. Definir el tratamiento éptimo para la introduccion de meristemos axilares de la
frambuesa.
. Determinar la formulacion del medio de cultivo adecuada para la

multiplicacion de la frambuesa.
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Establecer la formulacién ideal del medio de cultivo para el enraizamiento de

la frambuesa.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
2.1. Materiales
2.1.1. Ubicacion
El presente proyecto se desarrollé en las instalaciones del laboratorio LePlant, el cual
se dedica al cultivo in vitro de tejidos vegetales, estd ubicado en la provincia de

Tungurahua, ciudad de Ambato, sector Ficoa ,callas Los Guaytambos y la Delicia,

provincia de Tungurahua.

Figura 1. Ubicacion del laboratorio LePlant

Fuente: Google Maps
2.1.2. Material vegetal
Se recolectaron ramas de plantas madre de frambuesa, cuya edad aproximada era de

10 afios, en el huerto “La Frambuesita”, ubicado en el sector Penileo del canton Pillaro
(1°09°47.6S 78°33'32.5”W).
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2.1.3.

2.1.4.

Viaa Penileo

Figura 2. Ubicacion del huerto “La Frambuesita”, via a Penileo
Fuente: Google Maps

Materiales de laboratorio

Materiales de vidrio (tubos de ensayo, matraz Erlenmeyer, probetas, vaso de
precipitacion, cajas Petri, pipetas, frascos, botellas, vasos pequefios, mecheros,
frascos esmerilados)

Pinzas

Bisturi

Porta bisturi

Equipos

Camara de flujo laminar (ISOCIDE 5237)
Autoclave (ALL AMERICAN)

Balanza analitica (TREE HBR103)
Estereoscopio (BOECO)

Plancha de calentamiento

pH-metro

13



2.1.5. Reactivos

2.2.

Medio Bésico Murashige y Skoog (M&S) (Merck)
Bencilamino purina (BAP) (Merck)
Acido giberélico (GAs) (Merck)
L-cisteina (Merck)

Myo-inositol (Merck)

Acido nicotinico (Merck)
Piridoxina (Merck)

Tiamina (Merck)

Sacarosa

Agar (Merck)

Carbon activado (Merck)

Acido clorhidrico (Merck)
Hidroxido de sodio (Merck)
Hipoclorito de sodio (Merck)
Fungicida TRIMIX cobre

Acido citrico (Merck)

Acido ascorbico (Merck)

Etanol

Acido indolbutirico (Merck)

Metodologia

2.2.1. Seleccion del material vegetal

Visualmente se selecciond las plantas madre de mejor calidad. De los arbustos (Figura
3) se cortaron estacas de entre 25 a 50 cm de longitud, durante la mafiana (10h00 am),
las cuales fueron envueltas en papel perioddico y transportadas al laboratorio LePlant.
Una vez en el laboratorio, las muestras fueron inmediatamente tratadas e introducidas

con el objetivo de evitar contaminacién y oxidacion del tejido.
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Figura 3. Plantas madre de frambuesa (Rubus rosifolius Sm.), en el huerto “La
Frambuesita”, en Penileo cantén Pillaro, provincia de Tungurahua
Fuente: Solis, V. (2019)

2.2.2. Estudios preliminares con yemas axilares como explante inicial

Se realizaron estudios preliminares con el fin de tener un punto de partida para el ajuste
de las variables de estudio de los disefios experimentales de cada protocolo
perteneciente a cada etapa del establecimiento del sistema de cultivo in vitro de
frambuesa. Las estacas recolectadas fueron procesadas para obtener los explantes

iniciales que fueron yemas axilares.

Se realiz6 un pretratamiento previo al proceso de desinfeccion de los explantes, el cual
consistio en cortar las hojas y espinas de las ramas, lavarlas con agua y detergente
usando un cepillo de cerdas suaves y un abundante enjuague con agua corriente de
grifo. De cada rama se extrajeron segmentos nodales, los cuales a su vez contienen las
yemas axilares de 1 cm de longitud aproximadamente, que luego fueron colocados en
un frasco de vidrio estéril. A continuacion, los explantes se sometieron a diferentes
métodos de desinfeccion superficial, con soluciones de: agua jabonosa, fungicida
TRIMIX cobre cuyo principio activo es el fosfito de cobre 240g/L (1mL/100mL),
hipoclorito de sodio (30%) y etanol (70%). Despues de la exposicion a cada solucién
desinfectante se realizaron dos lavados con agua estéril.
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Se probo varios tratamientos de desinfeccidn alterando tiempos y concentraciones de
cada agente desinfectante, sin embargo, los porcentajes de contaminacion fueron muy
altos y la viabilidad fue minima, por esta razén se decidié experimentar con

meristemos axilares.

2.2.3. Etapa de desinfeccion utilizando meristemos como explante

Se utiliz6 el mismo pretratamiento detallado en la desinfeccion para yemas axilares, y
a continuacion para la desinfeccion de los explantes se aplico el protocolo cominmente
utilizado para procesar arandano en el laboratorio LePlant (anexo 1) con unos ajustes
que se muestran en la tabla 1. Posteriormente, con la ayuda de un estereoscopio, se
extrajeron los meristemos de las yemas axilares en condiciones estériles dentro de una

camara de flujo laminar.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccidn aplicados en los explantes de R. rosifolius Sm.

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2

Solucion Tiempo Solucion Tiempo
Fungicida TRIMIX cobre 5 20 min Fungicida TRIMIX | 20 min
mL/500 mL cobre 5 mL/500 mL
Hipoclorito de sodio 30% 10 min Hipoclorito de sodio | 10 min

30%

Etanol 70% 1 min Etanol 70% 1 min
Antioxidante (acido ascorbico Hastala | Sin antioxidante
+ 4cido citrico 100mg/500mL | introduccion -
de cada uno)

Los resultados en cuanto al porcentaje de viabilidad fueron positivos y por lo tanto se
decidio utilizar a los meristemos como explante inicial. Es importante aclarar que, para
determinar el efecto del proceso de desinfeccion tanto en yemas como en meristemos
axilares, los explantes fueron sembrados en el medio de cultivo detallado en el anexo
2.
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La unidad experimental para la etapa de desinfeccion fue un tubo con 4 mL de medio
de cultivo de composicion definida con un respectivo meristemo. Se evaluaron 30

tubos por cada tratamiento.

En esta fase se evalué cada uno de los tratamientos planteados en la tabla 1. Las
variables analizadas fueron: el porcentaje de explantes contaminados con bacterias u
hongos, oxidados (potenciales oxidados, muertos) y viables. Se utiliz las siguientes
ecuaciones con el fin de identificar los porcentajes correspondientes a cada variable:

namero de explantes contaminados 100
k

%Contaminacién =
total de explantes

) » numero de explantes oxidados
YOxidacion = total de explantes * 100

L numero de explantes vivos
YViabilidad = total de explantes * 100

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un Disefio Completamente
Aleatorio (DCA), de esta manera se determind el mejor tratamiento para la etapa de

desinfeccion de R. rosifolius Sm.
2.2.4. Etapa de establecimiento in vitro de Rubus rosifolius Sm.
Para la etapa de introduccion se utiliz6 como guia el medio reportado por Allccaco

(2016) (anexo 3), al cual se le modifico la composicion y la concentracion, obteniendo

asi los tratamientos mostrados en la tabla 2.
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Tabla 2. Tratamientos de medios de cultivo para introduccion de meristemos

Reactivo Tratamiento 1 | Tratamiento 2

Macronutrientes

Micronutrientes 10 mL 10 mL
Quelatos
BAP 1mL 1,5mL

Acido nicotinico

Piridoxina 0.5mL 0.5mL
Tiamina 0.4 mL 0.4 mL
Myo Inositol 0.1g 01g
Acido ascorbico 0.1g -
Acido citrico 0.1g -
Azlcar 309 309
Agar 8¢ 8¢
pH 5.8 5.4

El medio preparado de acuerdo al protocolo detallado en el anexo 4 fue dispensando
en tubos de ensayo, se agregd 4 mL en cada tubo y posteriormente se esterilizé en la

autoclave por 20 minutos a 121°C y 15 psi.

El proceso de siembra se lo realizé en la cdmara de flujo laminar. Los meristemos
extraidos con ayuda del estereoscopio se sembraron en tubos de ensayo (1 por tubo),
en los medios de cultivo indicados en la tabla 2. Una vez sembrado el explante, los
tubos fueron sellados con film plastico y colocados en el cuarto de crecimiento. Se
incubaron a una temperatura de 20°C, a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad y a una humedad de 36%. La evaluacion de los tubos se realizd cada 15

dias durante 45 dias.
En la etapa de establecimiento se evaluo el efecto de la variacion de concentracion de

BAP, la presencia y ausencia de antioxidantes y el pH, manteniendo constante la

concentracion de los demas reactivos presentes en la tabla 2.
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La unidad experimental en esta fase fue un tubo con 4 mL de medio de cultivo de
composicion definida (de acuerdo al tratamiento aplicado) y con un meristemo. Se
destind 30 tubos para cada tratamiento.

Para verificar el efecto de los medios en esta etapa las variables medidas fueron
oxidacion y viabilidad de los explantes. Para la evaluacién del porcentaje de oxidacién

se establecié la siguiente escala como referencia:

1. Oxidado potencial: nivel bajo de necrosis, explante viable

2. Oxidado muerto: necrosado totalmente
Los datos se evaluaron utilizando un (DCA), ademas se realizé una prueba de Tukey;
de esta manera se determind cual es el tratamiento idoneo para la etapa de introduccion
de R. rosifolius Sm.
2.2.5. Etapa de multiplicacion in vitro de Rubus rosifolius Sm.
En esta etapa, se utilizo el mismo medio de introduccion reportado por Allccaco (2016)

(anexo 3), y se realizaron modificaciones en cuanto a la composicion y concentracion,

obteniendo asi los tratamientos mostrados en la tabla 3.
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Tabla 3. Tratamientos de medios de cultivo para multiplicacion de plantulas

Reactivo Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3
Macronutrientes
Micronutrientes 10 mL 10 mL 10 mL
Quelatos
BAP 1mL 1,5mL 2 mL
Acido nicotinico
Piridoxina 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Tiamina 0.4 mL 0.4 mL 0.4 mL
Myo Inositol 01g 01g 0.1g
L-cisteina 0.1g 0.1g 0.1g
Acido giberélico 0.08 mL 0.08 mL 0.08 mL
Azlcar 309 309 309
Agar 89 849 849
pH 5.8 5.8 5.8

El medio de cultivo preparado de acuerdo al protocolo detallado en el anexo 4, se
agregd 30 mL en cada frasco y posteriormente se esterilizd en la autoclave por 20

minutos a 121°C y 15 psi.

En la camara de flujo laminar, una vez sembrados los nuevos brotes en frascos con
medio, estos fueron sellados con film plastico y colocados en el cuarto de crecimiento.
Se incubaron a una temperatura de 20°C, a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad y a una humedad de 36%. La evaluacion de los frascos se realizd
cada 7 dias durante 30 dias.

En la etapa de multiplicacion se valoro el efecto de la variacion en la concentracion de
BAP, conservando igual la cantidad de los demas reactivos presentes en la tabla 3. Las

variables de estudio fueron el nimero de hojas y brotes.
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Para el periodo de multiplicacion, la unidad experimental fue un brote obtenido del
establecimiento, el cual fue sembrado en un frasco con 30 mL de medio de

composicion definida (5 unidades experimentales por frasco).

Los datos fueron analizados utilizando (DCA) y una prueba de Tukey; para elegir el

mejor tratamiento en esta etapa de la micropropagacion de R. rosifolius Sm.

2.2.6. Etapa de enraizamiento in vitro de Rubus rosifolius Sm.

En esta etapa se utiliz6 como guia el medio de introduccion de Allccaco (2016) (ver
anexo 3), con algunas modificaciones como se muestran en la tabla 4. Se utilizaron
concentraciones variadas de BAP y AIB, con el fin de observar el mejor tratamiento y
se afiadio carbon activado con el fin de simular el color del suelo, para que las raices

puedan crecer.
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Tabla 4. Tratamientos de medios de cultivo para enraizamiento de brotes

Reactivo Trat.1 | Trat.2 | Trat.3 | Trat.4 | Trat.5 | Trat. 6
Macronutrientes
Micronutrientes | 10 mL 10 mL 10mL | 10mL | 10mL | 10mL
Quelatos
BAP 1mL 1mL 15mL | 1,5mL 2 mL 2 mL
AlB 1mL 2 mL 1mL 2 mL 1mL 2 mL
Acido 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
giberélico
Acido
nicotinico 0.5 05mL | 05mL | O5mL | 0.5mL | 0.5mL
Piridoxina
Tiamina 04mL | 0O4mL | 04mL | O4mL | 0.4mL | 0.4mL
Myo Inositol 01g 01g 01g 01g 0.1g 0.1g
L-cisteina 01g 01g 01g 01g 0.1g 0.1g
Carbén activado | 0.5¢ 05¢g 05¢ 05¢ 05¢g 05¢g
Azlcar 30¢g 304¢ 3040 3040 309 304¢
Agar 849 849 849 849 849 849
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

El medio de cultivo preparado de acuerdo al protocolo detallado en el anexo 4, se

agregd 30 mL en cada frasco y posteriormente se esterilizd en la autoclave por 20

minutos a 121°C y 15 psi.

En la camara de flujo laminar los brotes fueron sembrados en frascos que se sellaron

después con film plastico y colocados en el cuarto de crecimiento. Se incubaron a una

temperatura de 20°C, a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y a

una humedad de 36%. La evaluacién de los frascos se realizé cada 15 dias durante 45

dias.
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En la etapa de enraizamiento se analizo el resultado de la variacion de la concentracion
de BAP y AIB, conservando la cantidad de los demas reactivos presentes en la tabla
4. Sus variables evaluadas fueron cantidad de hojas, brotes y presencia de raices.

En el caso del enraizamiento, la unidad experimental fue un brote desarrollado (clon)
obtenido de la multiplicacion, el cual fue sembrado en un frasco con 30 mL de medio
de composicion definida (3 unidades experimentales por frasco).

Los datos se evaluaron utilizando un (DCA), ademas se realiz6 una prueba de Tukey;
de esta manera se determind el tratamiento dptimo para la fase de enraizamiento de R.

rosifolius Sm.

2.2.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en cada una de las etapas se procesaron en el programa estadistico
Statgraphics 18, y se evaluaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba
de Tukey si se requeria.

2.2.7.1. Interpretacion

Con el disefio experimental utilizado en el protocolo de establecimiento in vitro de
Rubus rosifolius Sm., se logrd identificar un método ideal de desinfeccion e

introduccién, ademéas de los medios idoneos para que la planta se multiplique y

enraice.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Anélisis y discusion de resultados
3.1.1. Ensayos preliminares
En los ensayos preliminares analizados para la etapa de desinfeccion, utilizando
segmentos nodales, se pudo observar que los explantes presentaron un gran porcentaje

de contaminacién con hongos y oxidacién (figura 4), resultando en la pérdida de gran

cantidad de material vegetal.

Figura 4. A. Oxidacion y B. Contaminacion fangica en yemas axilares
Fuente: Solis, V. (2019)

Como alternativa, se procedié a la desinfeccion de meristemos. Este proceso fue
similar al que se utilizé con yemas, sin embargo, en las concentraciones probadas
inicialmente, algunos tratamientos fueron demasiado fuertes y oxidaron por completo
al meristemo, mientras que otros fueron débiles y se evidencié contaminacion fungica
(figura 5). Luego de probar varias concentraciones, se hallo la ideal, con la cual se

redujo significativamente la cantidad de explantes oxidados y contaminados.
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Figura 5. A Meristemo oxidado; B Contaminacion fangica y C Meristemo vivo
Fuente: Solis, V. (2019)

La contaminacion fungica presente en los meristemos, pudo deberse a la incorrecta
manipulacién de los mismos o a los instrumentos contaminados. Molina y Melgar
(2014) afirman que el meristemo esta libre de patdgenos debido a su elevada actividad
metabdlica, con lo cual es mas dificil para los patdgenos invadir células, razon por la
cual al finalizar los ensayos preliminares se decidi6 continuar con el proceso de cultivo

in vitro mediante el uso de meristemos como explante.

3.1.2. Etapa de desinfeccion de los explantes de Rubus rosifolius Sm.

La contaminacion microbiana es uno de los problemas principales que afectan en la
micropropagacion de especies vegetales, esta puede ser producida por
microorganismos endoéfitos o introducidos durante la manipulacién de laboratorio
(Gonzales, 2017). Por esta razon, es importante aplicar un proceso de desinfeccion
previo a la introduccion de los explantes en un ambiente estéril y con condiciones
controladas. En esta etapa se plantearon dos tratamientos, los cuales estan detallados

en la tabla 1.

En la figura 6 se observan los porcentajes para cada una de las variables analizadas en

los tratamientos utilizados.
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Figura 6. Porcentaje de contaminacion, oxidacion y viabilidad de cada tratamiento
en la etapa de desinfeccion.

Como se puede observar en la figura 6 el tratamiento 2 presenta mayor cantidad de
explantes contaminados tanto con bacterias y hongos, ademas de mayor oxidacion.

Mientras que el tratamiento 1 presenta mayor cantidad de explantes viables.

3.1.2.1. Porcentaje de contaminacion

La revista CENIC (2000) menciona que debido a la contaminacion por
microorganismos (hongos Yy bacterias) en la micropropagacion de tejidos in vitro, las
pérdidas de los cultivos son numerosas lo que ocasiona que muchos procesos sean
econdmicamente ineficientes. El principal efecto negativo que los microorganismos
contaminantes provocan es que compiten con las plantas por los nutrientes del medio
de cultivo, y les provocan dafios directos o indirectos por la presencia de los mismos
en sus tejidos, dando como resultado la produccién de metabolitos toxicos, lo que
puede provocar disminucidn en la tasa de multiplicacion, ausencia de raices e incluso

la muerte.

Con el fin de evitar la presencia de agentes contaminantes se procedié a aplicar un

proceso de desinfeccién, el cual consisti6 en una serie de soluciones con
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concentraciones y tiempos determinados; las soluciones utilizadas fueron agua
jabonosa para quitar la mayor parte de tierra presente en la planta madre, fungicida
TRIMIX cobre 5mL /500mL con el fin de inhibir o eliminar hongos (McGrath, 2004),
hipoclorito de sodio 30% Y etanol 70% y antioxidantes (tabla 1).

La variable contaminacién se dividid en dos categorias: la contaminacién producida

por hongos y la contaminacién producida por bacterias.

3.1.2.1.1. Contaminacién por hongos

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos en
la etapa de desinfeccion (Anexo 1-B), demostraron la existencia de una diferencia
significativa entre ellos (p<0.05), ademas la prueba de Tukey aplicada (Anexo 2-B),

mostro que existe una diferencia significativa entre T1y T2.

Contaminacién por Hongo (tubo)
in
T

T T2
Tratamientos

Figura 7. Distribucion de medias para la variable contaminacion por hongos

La figura 7 muestra que T1 presenta menor cantidad de muestras contaminadas con

hongos.

Es probable que la contaminacion por hongo se deba a la incorrecta manipulacion de
los explantes al momento de realizar la desinfeccion. Snchez y Salaverria (2004)
mencionan que la elevada presencia de polvo en los tejidos y el contacto directo de

estos con el suelo provocan una contaminacion de los explantes tomados del campo.
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3.1.2.1.2. Contaminacion por bacterias

El andlisis de varianza de los tratamientos en la etapa de desinfeccion (Anexo 3-B),
sefialé que no existe una diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos para

la variable contaminacion por bacteria.

Contaminacion por Bacteria (fubao)

Tratamientos

Figura 8. Distribucion de medias para la variable contaminacion por bacterias

Como se puede observar en la figura 8, hay mayor cantidad de muestras contaminadas
enel T2,

La presencia de bacterias endogenas en el medio de cultivo puede deberse a la
manipulacién de las herramientas utilizadas en la etapa de establecimiento, y a la
ausencia de bactericidas en las fases del proceso de desinfeccion de los explantes.
Alvarado et. al (2003), sugiere que otro de los factores que influye en la proliferacion

bacteriana es el pH del medio de cultivo.

En los ensayos preliminares realizados con estacas, se descubrié que la exposicion a
concentraciones altas y tiempo prolongado de los agentes desinfectantes utilizados,
causo la muerte del explante por oxidacion, mientras que concentraciones débiles o
tiempos cortos, produjeron la contaminacion excesiva con hongos y bacterias, se llegd
a un equilibrio entre tiempo y concentracién (tabla 1) que permitié obtener explantes

VIVOS.
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3.1.2.2. Oxidacion

El oscurecimiento que presentaron los tejidos cultivados de manera in vitro, se define
como oxidacion, la razon de que ésta se produzca es debido a radicales libres,
compuestos fendlicos oxidados por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir
especies quimicas como quinonas, capaces de causar dafio e incluso la muerte celular
(Azofeifa, 2009).

3.1.2.2.1. Oxidado potencial

Los meristemos que presentaron esta variable, en su mayoria produjeron brotes
viables, al dejarlos més tiempo en el cuarto de crecimiento, expuestos al fotoperiodo

de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Los resultados del ANOVA para la variable oxidado potencial en la etapa de
desinfeccion concluyeron que no existe una diferencia significativa (p>0.05) entre los

dos tratamientos utilizados (Anexo 4-B).

Oxidado potencial (tubo)

T1 T2
Tratamientos

Figura 9. Distribucion de medias para la variable explantes oxidados potenciales en

la etapa de desinfeccién

El tejido vegetal sufre lesiones durante el proceso de desinfeccion ya que los agentes
desinfectantes tienen efectos abrasivos sobre las células (Sanchez y Salaverria,

2004). Por esta razon es importante controlar la concentracién y el tiempo de
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exposicion de los explantes, para evitar que las lesiones en los tejidos sean severas. La
exposicion de los explantes a la solucién con agentes antioxidantes hasta su siembra,

permitié que la oxidacion reduzca en gran porcentaje.

3.1.2.2.2. Oxidado muerto

Los meristemos oxidados fueron desechados luego de su evaluacion, ya que, al
presentar necrosis total en su tejido, no dieron paso a la formacién de un nuevo brote.
Azofeifa (2009), menciona que la oxidacion esta relacionada con el estrés que sufren

las células y provoca la estimulacion del metabolismo de los compuestos fendlicos.

De acuerdo a los resultados arrojados en ANOVA para la variable oxidado muerto se
observa que presenta diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos (Anexo
5-B), se realiz6 una prueba de Tukey la cual indico que T1y T2 son significativamente
diferentes (Anexo 6-B).
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Figura 10. Distribucion de medias para la variable oxidados muertos en la etapa de

desinfeccién

La figura 10 muestra que la mayor cantidad de explantes muertos por oxidacion se
presentaron en T2, en el cual no se emplearon antioxidantes para proteger a los
explantes. Estos resultados sugieren que el empleo de acido ascorbico y acido citrico
a una concentracién de 100 mg/ 500mL de cada uno son suficientes para evitar la

muerte del explante.
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3.1.2.3. Viabilidad

Esta es la variable de mayor interés dentro de la etapa de desinfeccién, ya que los
meristemos que la presenten seran capaces de producir brotes nuevos, Utiles en las

siguientes etapas de micropropagacion de la planta.

En el ANOVA realizado se obtuvo que existe diferencia significativa (p<0.05) entre
los tratamientos analizados para la variable viabilidad (Anexo 7-B), con la prueba de
Tukey se determin6 que los tratamientos T1 y T2 difieren significativamente (Anexo
8-B).

Viables (tubo)

5[ —
T1 T2
Tratamientos

Figura 11. Distribucion de medias para la variable viabilidad en la etapa de

desinfeccién

Como se observa en la figura 11, el tratamiento que presenta un mayor nimero de
meristemos vivos, en comparacion con T2. De igual manera que se menciono en la
etapa de desinfeccion, un equilibrio entre el tiempo y la concentracion de los agentes
desinfectantes, es de suma importancia para evitar oxidaciones y de igual manera la

presencia de microorganismos.
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3.1.3. Etapa de establecimiento de los explantes de Rubus rosifolius Sm.

Luego de haber determinado que el tratamiento 1 fue el més eficaz en la etapa de
desinfeccion debido a que presentd menor contaminacién y oxidacion, y maxima
viabilidad, se procedié a evaluar diferentes medios de cultivo en la etapa de
introduccién. Para esta fase se mantuvo el protocolo de desinfeccion ya establecido,

de todas maneras, se conservo el analisis de la oxidacion, contaminacion y viabilidad.

3.1.3.1. Contaminacioén

En esta fase no se presentdé contaminacion ya que los medios de cultivo utilizados
fueron previamente esterilizados antes de usarlos, lo cual asegur6 que se encontraban
libres de microorganismos, y por lo tanto no son fuente de contaminacion de bacterias

y hongos.

3.1.3.2. Oxidacion

Los meristemos estan expuestos a estrés oxidativo al momento de ser manipulados.
Viada (2017) menciona que el estrés oxidativo en células y tejidos aparece cuando
existe una perturbacion del equilibrio de las sustancias. Este fenGmeno se presenta

con la reduccién del potencial celular.

Los tratamientos utilizados en esta etapa se diferenciaron en la presencia o ausencia
de antioxidantes. T1 tuvo en la composicidn de su medio la presencia de acido citrico
y acido ascorbico. Lo que se quiso probar en esta etapa fue el efecto de antioxidantes

en el medio de cultivo.

3.1.3.2.1 Oxidado potencial

Los resultados ANOVA para la variable oxidacion potencial en la etapa de
introduccién sefalaron la existencia de una diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos (Anexo 9-B), y la prueba Tukey realizada mostré que T1y T2 no son

iguales (Anexo 10-B).
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Figura 12. Distribucion de medias para la variable oxidado potencial en la etapa de

establecimiento

La mayor cantidad de oxidados potenciales, como se muestra en la figura 12, se
encontraron en el T1, con una media de 10; los resultados muestran que la presencia

de oxidacién potencial no afecta la viabilidad de los explantes.

El tratamiento 1 contenia en su composicion la presencia (tabla 2) de antioxidantes y
los explantes luego de pasar por el proceso de desinfeccidn, en el cual estan sometidos
a estrés, necesitan tener agentes que los protejan en el medio de cultivo. Segun Shary,
et. al (2015), una de las estrategias para eludir el proceso de oxidacion es el uso de
antioxidantes y también disminuir la duracion de la esterilizacion del explante o

cambiar el agente desinfectante.
3.1.3.2.2. Oxidado muerto
Con respecto a la variable oxidado muerto en esta etapa, el ANOVA mostrd una

diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos (Anexo 11-B), la prueba de

Tukey por su parte muestra una significativa diferencia entre T1y T2 (Anexo 12-B).
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Figura 13. Distribucién de medias para la variable oxidado muerto en la etapa de

establecimiento

El mayor nimero de meristemos muertos por oxidacion se reportaron en T2, cuya
media se encontr0 en 22 aproximadamente, mientras que en T1 Unicamente se

evidencio entre 5 y 8 oxidados muertos.

La muerte por oxidacion de los explantes se observo en su mayoria en el tratamiento
2, el cual no tuvo la presencia de agentes antioxidantes en la composicion de su medio.
Sanchez y Slaverria (2004), en su estudio indican que la aplicacion de antioxidantes

tuvo un efecto muy marcado en la sobrevivencia de explantes.

3.1.3.3. Viabilidad
Los resultados ANOVA sefalaron que existe una diferencia significativa (p<0.05)

entre los tratamientos analizados para la variable viabilidad en la etapa de introduccion

(Anexo 13-B), la prueba de Tukey sefialé diferencia entre T1y T2 (Anexo 14-B).
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Figura 14. Distribucidn de medias para la variable viabilidad en la etapa de

establecimiento

Se puedo observar en la figura 14 que el T1 posee mayor cantidad de explantes viables,
esto puede deberse al uso de agentes antioxidantes y al cuidado al momento de sembrar
para evitar contaminacion por agentes patdgenos presentes en el ambiente o en los

instrumentos utilizados en el proceso.

3.1.3.4. Hojas y brotes

Las hojas y los brotes fueron demasiado pequefias para llevar un seguimiento semanal,
y no se pudo distinguir con facilidad los cambios, por esta razén se realizo el conteo
de los mismos al momento de sembrar los nuevos retofios en los frascos de
multiplicacion. Se pudo observar que la cantidad de nuevas ramas primarias en todos
los tubos fue aproximadamente de 4 por cada meristemo sembrado, y la cantidad de

hojas fueron 3 por cada brote, los mismos que tuvieron una longitud aproximada de 1
cm.
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A Meristemo a los 7 dias B. Meristemo a los 15 dias

C. Meristemo a los 30 dias D. Meristemo a los 45 dias

Figura 15. La figura A muestra el meristemo 7 dias posteriores a su siembra en el

medio de cultivo de concentracion definida. B permite observar el meristemo con

brotes pequefios a los 15 dias. C los brotes presentan mayor longitud a los 30 dias y

finalmente D indica el tamafio final de los brotes en esta etapa que es de 1 cm.
Fuente: Solis, V. (2019)

3.1.4. Etapa de multiplicacidn de los explantes de Rubus rosifolius Sm.

Como se puede observar en la figura 15, los retofios provenientes de la fase de
introduccidén fueron sembrados sin hojas en los medios de multiplicacion, segun los
tratamientos detallados la tabla 3. En pruebas preliminares de esta etapa, se sembraron

los brotes con y sin hojas, en el primer caso estas crecian rapidamente mientras que la
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rama principal no, y al estar las hojas en contacto con el medio de cultivo se oxidaron;
en el segundo caso se observd que las dos variables crecieron al mismo tiempo y de

mejor manera, por esta razon se decidio utilizar esta prueba.

T

A. Dia 0 de multiplicacion B. Dia 15 de multiplicacion

C. Dia 30 de multiplicacion (5 brotes)

E. Dia 30 de multiplicacion (15 brotes)
Figura 16. Evolucion de los brotes: A dia 0 de multiplicacion; B dia 15 de
multiplicacion; C dia 30 de multiplicacion (5 brotes); D dia 30 de multiplicacion (10
brotes); E dia 30 de multiplicacion (15 brotes)
Fuente: Solis, V. (2019)
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Como se puede observar en la figura 16 una vez identificado el mejor tratamiento para
esta etapa se probd con la cantidad de retofios iniciales sembrados por frasco. Al
sembrar 5y 10, no se obtuvo gran cantidad de brotes nuevos (las pruebas realizadas
con estas cantidades de explantes se utilizaron para los analisis estadisticos), mientras
tanto se observé que con 15, hubo mayor proliferacién, aproximadamente 10 ramas

nuevas por cada brote inicial.

3.1.4.1. Cantidad de hojas

Segin Guaman (2018), las hojas son importantes porque son las encargadas de
realizar funciones vitales en la planta como la fotosintesis, intercambio de gases y

transpiracion.

3.1.4.1.1. Cantidad de hojas a los 15 y 30 dias

El ANOVA obtenido para la variable cantidad de hojas a los 15 dias muestra una
diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos (Anexo 16-B), mientras que
para la variable cantidad de hojas a los 30 dias no existe diferencia significativa
(p>0.05) (Anexo 20-B). La prueba de Tukey realizada para cantidad de hojas a los 15

dias sefala la diferencia existente entre T1 y T2 (Anexo 16-B).
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Figura 17. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 15 dias en

la etapa de multiplicacion (prueba 1)
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Como se observa en la figura 17, T3y T1 presentaron mayor y menor nimero de hojas,

respectivamente entre los tres tratamientos analizados a los 15 dias. Las mismas

muestras se contabilizaron a los 30 dias y como se observa en la figura 18 se mantuvo

la relacién previamente reportada a los 15 dias.

Cantidad de hojaz 30 diasz (frazeo)

1

|

T1

T2

Tratamientos

T3

Figura 18. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 30 dias en

la etapa de multiplicacion (prueba 1)

El ANOVA realizado expuso que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre los

tratamientos para la variable cantidad de hojas a los 15 dias (Anexo 22-B), pero si para

cantidad de hojas a los 30 dias (p<0.05) (Anexo 24-B). La prueba de Tukey para hojas

a los 30 dias presento diferencia significativa entre T2 y T3 (Anexo 25-B).

Cantidad de hojas 15 dias (frasce)

LR

0 -

16 -

11 -

Tratamientos

T3

Figura 19. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 15 dias en

la etapa de multiplicacion (prueba 2)
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Tanto la figura 19 como la figura 20 indicaron que existe una mayor cantidad de hojas

en T3 en las evaluaciones a los 15 y 30 dias.
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Cantidad de hojas 30 dias (frasco)

Tratamientos

Figura 20. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 30 dias en
la etapa de multiplicacion (prueba 2)

Los brotes iniciales sembrados en esta etapa fueron de una longitud aproximada de 1
cm. Castro (2006), indico que las plantas obtenidas en su estudio realizado con Rubus
idaeus L., tenian un tamafio entre 1 a 2 cm. El tamafio alcanzado por las hojas y los
brotes sugiere que una densidad muy alta podria dificultar su desarrollo. Al sembrar

15 brotes iniciales a los 30 dias se pudo observar

3.1.4.2. Cantidad de brotes

La cantidad de brotes en la micropropagacion in vitro es de vital importancia ya que
de acuerdo al nimero que se obtenga sera posible seguir adquiriendo nuevas y mas

plantas a partir de cada uno de los retofios sembrados.

3.1.4.2.1. Cantidad de brotes a los 15 y 30 dias

Los resultados de ANOVA para cantidad de brotes a los 15 y 30 dias muestran una
diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos aplicados (Anexo 17-B, Anexo
20-B), la prueba de Tukey para cantidad de hojas a los 15 dias sefialo que existe

diferencia significativa para el contraste T1-T3 y T2-T3, mientras que T1-T2 no
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presenta diferencia significativa (p>0.05) (Anexo 18-B), por otro lado la prueba
realizada para cantidad de hojas a los 30 dias muestra que existe diferencia para el
contraste T1-T3y no hay diferencia en T1-T2 y T2-T3 (Anexo 21-B).
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Figura 21. Distribucion de medias para la variable cantidad de brotes a los 15 dias

en la etapa de multiplicacion (prueba 1)

La figura 21 revel6 que a los 15 dias la mayor cantidad de brotes se presento en T3,
mientras que la figura 22, a los 30 dias la mayoria obtuvo en T2 y T3, por esta razén
se creyo necesario realizar una segunda prueba, esta vez descartando T1 ya que los
resultados obtenidos para estas variables no fueron satisfactorios debido a que el indice
de multiplicacion fue muy bajo, asi que se utilizéd Gnicamente T2 y T3 con el fin de

identificar cual fue el mejor tratamiento.
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Figura 22. Distribucion de medias para la variable cantidad de brotes a los 30 dias

en la etapa de multiplicacion (prueba 1)
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Los resultados ANOVA sefialé que la cantidad de brotes a los 15 dias no tiene
diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos (Anexo 23-B), por otro lado, la
cantidad de brotes a los 30 dias si son significativamente diferentes (p<0.05) (Anexo
26-B), se realiz6 Tukey y resulté en que T2 y T3 son diferentes significativamente

(Anexo 27-B).
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Cantidad de brotes 15 dias (frasco)

Figura 23. Distribucién de medias para la variable cantidad de brotes a los 15 dias

en la etapa de multiplicacion (prueba 2)
En cuanto a la cantidad de brotes tanto para la figura 23 y figura 24, se observé que la

en ambos tratamientos es similar. Sin embargo, las medias de cada grafico sefialaron

que la media mayor la posee T3 a los 15 y a los 30 dias.
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Figura 24. Distribucion de medias para la variable cantidad de brotes a los 30 dias
en la etapa de multiplicacion (prueba 2)
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La longitud promedio de cada uno de los nuevos brotes oscilo entre 1.5 a 2 cm, este
tamafo es mucho mayor al obtenido en la etapa de establecimiento, esto puede deberse
a que en la fase de multiplicacion se utiliz6 acido giberélico (AGs) 0.08 mg/L.
Guaman (2018), concluye que la concentracién de AGs permite obtener una mayor
longitud en las plantas. Es decir las fitohormonas influyen significativamente.

3.1.5. Etapa de enraizamiento de los explantes de Rubus rosifolius Sm.

La formacion de raices es un proceso indujo y regulado por ciertos factores externo a
la planta como temperatura, luz y composicién del medio de cultivo, e internos como
produccién de fitohormonas, carbohidratos y compuestos fendlicos (Rodriguez et.al,
2015).

3.1.5.1. Cantidad de hojas a los 15 y 30 dias

Los ANOVA para cantidad de hojas a los 15 y 30 dias en la etapa de enraizamiento
sefalaron que existe diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos analizados
(Anexo 28-B, Anexo 31-B): se realizé la prueba de Tukey y se obtuvo que en la
variable cantidad de hojas a los 5 dias existe diferencia significativa en los contrastes
T1-T5y T5-T6 (Anexo 29-B).
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Figura 25. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 15 dias en

la etapa de enraizamiento
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En la figura 25 se pudo observar que T5 es el que posee mayor cantidad de hojasy T1
y T6 los de menor nimero, la figura 26 indico valores similares para todos los
tratamientos, sin embargo, el tratamiento que sobresalio entre el grupo, fue T5.
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Cantidad de hojas 30 dias (frasco)

Figura 26. Distribucion de medias para la variable cantidad de hojas a los 30 dias en

la etapa de enraizamiento

En la etapa final del cultivo in vitro es importante tener un gran nimero y tamafio de
hojas para que la plantula pueda ser aclimatada posteriormente. Estas presentaron una
apariencia vigorosa y como menciona Guaman (2018), estas caracteristicas se deben
a la presencia de BAP, AGz y el pH del medio, que en su estudio los valores para cada
uno fueron: 1.5 mg/L; 0.03 mg/L; 5.8, respectivamente. Mientras tanto en este estudio
los valores a los cuales se obtuvieron estas caracteristicas fueron: BAP 2 mg/L; AGs 1
mg/L; pH 5.9

3.1.5.2. Cantidad de brotes a los 15 y 30 dias

Las tablas ANOVA realizadas para cantidad de brotes a los 15 y 30 dias indicaron que
el tratamiento a los 15 dias no muestra diferencia significativa (p>0.05) (Anexo 30-B),
mientras que si existe diferencia significativa (p<0.05) a los 30 dias (Anexo 32-B), se
realizé una prueba de Tukey y sefialo que la cantidad de brotes a los 30 dias muestra

que los contrastes T4-T5 y T5-T6 son significativamente diferentes (Anexo 33-B).
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Figura 27. Distribucion de medias para la variable cantidad de brotes a los 15 dias

en la etapa de enraizamiento

La figura 24 presento que la cantidad de brotes son similares para T1, T4 y T6, sin
embargo, los tratamientos que sefialaron mayor dispersion en los datos son T2 y T5.
En la figura 25, retofios a los 30 dias se observa que T1, T2 y T3 son similares, mientras
que T4 y T6 también son idénticas, por otro lado, T5 sobresale de entre los seis
tratamientos, lo que significa que en este tratamiento existi0 mayor tasa de

multiplicacion para brotes.
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Figura 28. Distribucion de medias para la variable cantidad de brotes a los 30 dias

en la etapa de enraizamiento

El tamafio de los brotes oscil6 entre 2.5y 3 cm, los explantes iniciales para esta etapa

no superaron los 2 cm de longitud, sin embargo, al colocar mayor cantidad de AGs los
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brotes desarrollaron mas su tamafo. EI nimero de brotes al igual que en el estudio

reportado por Guaman (2018), fue de 2 a 3 por cada brote inicial.

En cuanto a las raices el tratamiento 5 fue el Unico que permitié el crecimiento de
raices, estas se evidenciaron en las dos replicas y en cada unidad experimental, como

se puede observar en la figura....

Figura 29. Plantulas con raiz resultado del tratamiento 5

3.2.Verificacion de la hipoétesis
Existe un equilibrio oOptimo de reguladores de crecimiento vegetal, agentes

antioxidantes, pH que permitirdn el establecimiento, micropropagacion y

enraizamiento in vitro de frambuesa.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se realizd estudios preliminares con yemas axilares, con el fin de tener un punto de
partida para cada etapa del proceso de micropropagacion in vitro. De esta manera se
pudo saber la composicion del medio de cultivo que permitio el crecimiento de la

planta y posteriormente realizar modificaciones del mismo.

Se identifico que en la etapa de desinfeccion el tratamiento 1 fue el que presento
minima contaminacion con hongos y bacterias, mayor cantidad de oxidados
potenciales, menor porcentaje de tubos oxidados, y por lo tanto elevado porcentaje de
viabilidad. El tratamiento 1 consistio en aplicar soluciones de: fungicida TRIMIX
cobre 5mL /500 mL (20 min), hipoclorito de sodio 30% (10 min), etanol 70% (1 min)

y antioxidantes hasta el momento de la siembra.

Se definié que de los tratamientos estudiados en la etapa de introduccion, el que
presentd mejores resultados en cuanto a la menor cantidad de meristemos oxidados
muertos y mayor viabilidad fue el tratamiento 1, debido a que en su composicion tenia
la presencia de antioxidantes (acido citrico y acido ascorbico), BAP con una

concentracion de 1mL/L y un pH de 5.8.

Se determind que en la fase de multiplicacién el tratamiento 3 fue el que presentd
mejores resultados en cuanto al nimero de hojas y ramas nuevas, ademas es importante
mencionar que la cantidad ideal de brotes iniciales sembrados por cada frasco fue de
15, de esta manera se obtuvo aproximadamente 18 por cada uno. El tratamiento 3

consistio en BAP 2 mg/L.
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Se establecio el medio 6ptimo para la etapa de enraizamiento de entre 6 diferentes fue
el tratamiento 5, el cual revelé mayor nimero de hojas y brotes, ademas de la presencia
de raices en cada una de las plantulas sembradas por frasco. El nimero ideal de brotes
por frasco para un mejor crecimiento y desarrollo de raices fue de 10. Este tratamiento
contenia BAP 2mg/L; AIB 1 mg/L.

Se determind que el protocolo de micropropagacion in vitro para R. rosifolius Sm. Fue
estandarizado con los siguientes tratamientos para cada etapa del proceso:
Desinfeccion T1; Introduccién T1; Multiplicacion T3 y Enraizamiento T5, siendo

estos los que presentaron mejores resultados para cada variable analizada.

4.2.Recomendaciones

En la etapa de desinfeccion es importante limpiar bien las ramas, y remover
completamente particulas de polvo, ya que estas causan contaminacién por hongos una

vez sembrado el explante.

Cuando las plantas madre no son tratadas de manera adecuada en campo, es mejor
realizar el establecimiento in vitro, utilizando como explante inicial el meristemo, para

evitar la pérdida de material vegetal y medios de cultivo.

Realizar pruebas microbioldgicas de los nuevos explantes, con el fin de verificar que

los clones estan libres de patogenos.
Continuar el estudio de esta especie de frambuesa utilizando otras concentraciones en

los reactivos como BAP, AIB, AGs, pH mayores y menores con el fin de ver el efecto

que producen en esta.
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ANEXOS

ANEXO A. Protocolos guias

Anexo 1-A. Protocolo de desinfeccién de arandano

Producto

Tiempo

Lavar las estacas con agua y detergente

con un cepillo

Lavar los explantes en direccion

contraria a la yema axilar

Cortar explantes

Cortar explantes en direccion contraria

a la yema axilar

Desinfeccién

Agua + detergente

20 minutos

Agua corriente

Enjuagar con abundante agua

Fungicida TRIMIX cobre (1mL/100mL)

15 minutos

En camar

a de flujo

Agua esteril

Dos lavados con agua estéril

Hipoclorito de sodio al 20% + 5 gotas

de Tween 20 (tenso activo)

15 minutos

Agua esteril

Dos lavados con agua estéril

Etanol al 70%

1 minuto

Agua esteril

Dos lavados con agua estéril

Medio de cultivo

Sembrar en el medio de cultivo lo méas

rapido posible para evitar oxidacion
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Reactivo Cantidad para
1 Litro
Macronutrientes 10 mL
Micronutrientes 10 mL
Quelatos 10 mL
BAP 1mL
Acido nicotinico 0.5 mL
Piridoxina 0.5 mL
Tiamina 0.4 mL
Myo inositol 01g
Azlcar 3049
Agar 8¢
pH 5.8
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Anexo 2-A. Medio guia para introduccion, multiplicacion y enraizamiento

(Allccaco, 2016)



Anexo 3-A. Protocolo de preparacion de medios de cultivo

Pasos Descripcion

Preparacion de tubos

1. Lavar los tubos de ensayo. Colocarlos un par de horas en una solucién
de hipoclorito de sodio 20%.

2. Enjuagarlos con abundante agua llave y dejarlos secar.

Preparacion de frascos

1. Lavar bien los frascos con abundante jabdn y agua.

2. Colocarlos boca abajo para que se sequen.

Preparacion del medio de cultivo

1. Tomar la cantidad de cada reactivo que indique el protocolo utilizado

como guia, y colocar en un matraz Erlenmeyer (excepto el agar).

2. Colocar un poco de agua destilada con el fin de homogeneizar los
reactivos.
3. Aforar con agua destilada utilizando una probeta, de acuerdo a la

cantidad a la que se quiera aforar.

4. Ajustar el pH (con acido clorhidrico o hidroxido de sodio) de acuerdo a

lo especificado en la guia y de acuerdo al requerimiento de cada planta.

5. Agregar el agar y agitar la solucién.

6. Colocar en el microondas y agitar constantemente hasta que el agar se

haya disuelto completamente.

7. Dispensar el medio en frascos (30 mL) y tubos (mL).

8. Esterilizar los frascos y tubos .

(Laboratorio LePlant, 2019)
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Anexo 4-A. Formulacién medio basal Murashige y Skoog 1962

Componente Férmula Cantidad
(mg/L)
Nitrato de amonio - NH NO3 1,650.000
Nitrato de potasio — KNO3 1,900.000
Macronutrientes | Fosfato de potasio monobasico — KH2PO4 170.000
Sulfato de magnesio heptahidratado — 370.000
MgSO47H20
Cloruro de calcio dihidratado — CaCl>2H,O 440.000
Yoduro de potasio — Kl 0.830
Acido triocobdrico — HsBO3 6.200
Sulfato de manganeso monohidratado — 16.900
Micronutrientes | MnSO4H20
Sulfato de zinc heptahidratado — ZnSO47H,0 8.600
Molibdato de sodio — NazM00O42H,0 0.250
Sulfato de cobre pentahidratado — CuSO45H,0 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado — CoCl,6H20 0.025
Hierro FeNa EDTA — Sal férrica sédica de acido 50.000
etilendiaminotetraacéptico
Acido nicotinico 0.500
Vitaminas Piridoxina 0.500
Tiamina 0.400
Acido ascorbico 150.000
Antioxidante Acido citrico 100.000
Cisteina 4.000
Fitohormonas Acido indolbutirico 0.500
Acido 2,4 diclofenoxiacético (2-4. D) 2.000
Inositol 100.000
Sacarosa 30,000.000
Phytagel 1.800.000

pH

5.8
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ANEXO B. Resultados de analisis de varianza y prueba de Tukey de cada etapa y

variable
Etapa de Desinfeccion
Contaminacion

Anexo 1-B. Andlisis de varianza para contaminacion por hongos (etapa de
desinfeccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 6.0 1 6.00 18.00 0.01
Error 1.33333 4 0.33
Total 7.33333 5

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 2-B. Prueba de Tukey para contaminacion por hongos (etapa de desinfeccion)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 0.67 T1-T2 * -2,00
T2 2.67

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos
Anexo 3-B. Analisis de varianza para contaminacion por bacterias (etapa de

desinfeccidn)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 0.67 1 0.67 0.50 0.52
Error 5.33 4 1.33
Total 6.00 5

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos
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Oxidacion

Anexo 4-B. Andlisis de varianza para oxidacion potencial (etapa de desinfeccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 2.67 1 2.67 1.60 0.27
Error 6.67 4 1.67
Total 9.33 5

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 5-B. Anélisis de varianza para oxidado muerto (etapa de desinfeccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 112.67 1 112.67 13.80 0.02
Error 32.67 4 8.17
Total 145.33 5)

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 6-B. Prueba de Tukey para oxidado muerto (etapa de desinfeccion)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 5.33 T1-T2 * -8,67
T2 14.00

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos
Viabilidad
Anexo 7-B. Analisis de varianza para viables (etapa de desinfeccidn)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 150.00 1 150.00 45.00 0.0026
Error 13.33 4 3.33
Total 163.33 5

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos
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Anexo 8-B. Prueba de Tukey para viables (etapa de desinfeccion)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T1 15.33 T1-T2 * 10.00
T2 5.33

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Etapa de Introduccion

Oxidacion

Anexo 9-B. Analisis de varianza para oxidacion potencial (etapa de introduccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 37.50 1 37.50 8.65 0.04
Error 17.33 4 4.33
Total 54.83 5)

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 10-B. Prueba de Tukey para oxidacion potencial (etapa de introduccion)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 5.33 T1-T2 * 5.00
T2 10.33

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Anexo 11-B. Andlisis de varianza para oxidado muerto (etapa de introduccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos | 368.17 1 368.17 27.61 0.0063
Error 53.33 4 13.33
Total 421.50 5

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos
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Anexo 12-B. Prueba de Tukey para oxidado muerto (etapa de introduccion)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T1 5.67 T1-T2 * -15.00
T2 21.33

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Viabilidad

Anexo 13-B. Anélisis de varianza para viables (etapa de introduccion)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos | 170.67 1 170.67 25.60 0.0072
Error 26.67 4 6.67
Total 197.33 5

tratamientos

Anexo 14-B. Prueba de Tukey para viables (etapa de introduccion)

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 14.00 T1-T2 * 10.67
T2 3.33

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos
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Etapa de Multiplicacion

Prueba 1

Hojas y brotes a los 15 dias

Anexo 15-B. Andlisis de varianza para hojas a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 49.40 2 24.70 1.77 0.0022
Error 85.80 27 30.18
Total 135.20 29

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 16-B. Prueba de Tukey para hojas a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 14.00 T1-T2 * 10.67
T2 3.33

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Anexo 17-B. Andlisis de varianza para brotes a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 2.60 2 1.30 4.08 0.03
Error 8.60 27 0.32
Total 11.20 29

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos
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Anexo 18-B. Prueba de Tukey para brotes a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)
Tratamientos Medias Contraste Significancia | Diferencia
T1 3.00 T1-T2 -1.10
T2 4.10 T1-T3 * -3,10
T3 6.10 T2-T3 * -2.00

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Hojas y brotes a los 30 dias

Anexo 19-B. Analisis de varianza para hojas a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 58.07 2 29.03 1.17 0.33
Error 669.30 27 24.79
Total 727.37 29

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 20-B. Andlisis de varianza para brotes a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 3.27 2 1.63 4.37 0.03
Error 10.10 27 0.37
Total 13.37 29

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos
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Anexo 21-B. Prueba de Tukey para brotes a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 1)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
Tl 2.00 T1-T2 -0.50
T2 2.50 T1-T3 * -0,80
T3 3.80 T2-T3 -0.30

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Prueba 2
Hojas y brotes a los 15 dias

Anexo 22-B. Analisis de varianza para hojas a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 6.40 1 6.40 0.34 0.56
Error 712.00 38 18.74
Total 718.40 39

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 23-B. Andlisis de varianza para brotes a los 15 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 0.63 1 0.63 0.70 0.41
Error 33.75 38 0.88
Total 34.38 39

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos
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Hojas y brotes a los 30 dias

Anexo 24-B. Analisis de varianza para hojas a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos | 193.60 1 193.60 4,82 0.03
Error 1526.00 38 40.16
Total 1719.60 39

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 25-B. Prueba de Tukey para hojas a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T2 13.20 T2-T3 * -4.40
T3 17.60

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Anexo 26-B. Andlisis de varianza para brotes a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 8.10 1 8.10 8.23 0.0067
Error 37.40 38 0.98
Total 45,50 39

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 27-B. Prueba de Tukey para brotes a los 30 dias (etapa de multiplicacion,

prueba 2)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T2 1.80 T2-T3 * 0.64
T3 2.70

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos
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Etapa de Enraizamiento

Hojas y brotes a los 15 dias

Anexo 28-B. Analisis de varianza para hojas a los 15 dias (etapa de enraizamiento)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos | 107.89 5 21.58 4.10 0.0059
Error 158.00 30 5.27
Total 265.89 35

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 29-B. Prueba de Tukey para hojas a los 15 dias (etapa de enraizamiento)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T1 7.50 T1-T5 * -4.33
T2 10.83 T5-T6 * 4.83
T3 8.67
T4 8.50
T5 11.83
T6 7.00

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Anexo 30-B. Andlisis de varianza para brotes a los 15 dias (etapa de enraizamiento)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 3.22 5 0.64 2.42 0.06
Error 8.00 30 0.27
Total 11.22 35

Los valores-p obtenidos indican que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos
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Hojas y brotes a los 30 dias

Anexo 31-B. Analisis de varianza para hojas a los 30 dias (etapa de enraizamiento)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos | 108.00 5 21.60 3.22 0.02
Error 201.00 30 6.70
Total 309.00 35

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 32-B. Andlisis de varianza para brotes a los 30 dias (etapa de enraizamiento)

F.V. SC gL CM RV Valor-P
Tratamientos 5.14 5 1.03 4.30 0.0045
Error 7.17 30 0.24
Total 12.31 35

Los valores-p obtenidos indican la existencia de diferencia significativa entre los

tratamientos

Anexo 33-B. Prueba de Tukey para brotes a los 30 dias (etapa de enraizamiento)

Tratamientos Medias Contraste | Significancia | Diferencia
T1 1.83 T4-T5 * -1.17
T2 2.00 T5-T6 * -1.00
T3 2.00
T4 1.33
T5 2.50
T6 1.50

*Indica una diferencia significativa entre los tratamientos
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ANEXO C. Imagenes del procedimiento y los resultados de cada etapa del proceso

Pasos previos a la desinfeccion

i A
- @ BN
1% PR o

Anexo 1-C. Recepcion del material Anexo 2-C. Corte de hojas y espinas

vegetal

Anexo 3-C. Colocacion de ramas en Anexo 4-C. Lavado de ramas con agua
agua jabonosa y cepillado llave

Anexo 5-C. Corte de yemas axilares Anexo 6-C. Colocacién de explantes

en frascos estériles
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Desinfeccién

B

Anexo 9-C. Hipoclorito de sodio Anexo 10-C. Etanol 70%
30%

Antioxidante 11-C. Antioxidante
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Extraccion y siembra de meristemos

Anexo 12-C. Trabajo en la cAmara Anexo 13-C.Miniestacas desinfectadas
de flujo laminar

Anexo 14-C. Miniestaca vista a Anexo 15-C. Miniestaca con

través del estereoscopio meristemo
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Anexo 16-C. Meristemo visto a través del estereoscopio
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