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con dos tipos de citoquininas [2iP 1,0 ppm (A) y TDZ 0,01 ppm (B)] a los 7 dias... 84
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Figura 30. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1,0 ppm (A) y TDZ 0,05 ppm (B)] a los 14 dias. 86

Figura 31. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1,25 ppm (A) y TDZ 0,05 ppm (B)] a los 14 dias.

Figura 32. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro

con dos tipos de citoquininas [2iP 1 ppm (A) y TDZ 0,01 ppm (B)] a los 28 dias.... 91
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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé con la finalidad de evaluar algunos factores
que influyen en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum
como: la composicion del medio nutritivo utilizado (WPM y MS), la concentracién de
agar y sacarosa, el protocolo de desinfeccion de los segmentos nodales, auxinas y
citoquininas. Se emple6 un disefio completamente al azar en cada experimento. Se
determiné que el medio que brindd mejores resultados fue WPM, tanto en la longitud
del brote, el nimero de hojas por planta y el nimero de yemas por planta, reflejando
diferencias estadisticas entre los medios WPM y MS. Se emple6 conjuntamente con
este parametro un protocolo de desinfeccion el cual se probaron tres distintos
desinfectantes a distintos tiempos de accion (1, 3 y 5 minutos), consiguiendo un menor
porcentaje de contaminacion con hipoclorito de sodio NaOCI (3%/ 5 min), Tween 20
(2 gotas/ 5 minutos) y Povidyn (1ml/ 5 minutos), los cuales se integraron como un solo
protocolo para el resto de los factores de estudio. EI medio de cultivo WPM permitié
un mejor establecimiento in vitro de segmentos nodales de ardndano (Var. Emerald).
Asimismo, cuando se afiadieron 10 g de agar por litro se alcanz6 una mayor longitud
de los brotes de las plantas establecidas. Aunque la adicion de sacarosa al medio de
cultivo WPM no influyd en el establecimiento in vitro de los segmentos nodales las
concentraciones de 25 y 30 g/L-1 incrementaron el nimero de hojas y el nimero de
yemas por planta. Cuando se utilizaron los agentes de desinfeccién Tween 20, Povidyn
e hipoclorito de sodio no se observaron influencias significativas sobre:
establecimiento in vitro, porcentaje de contaminacion ni el nimero de brotes por
explante. La iluminacion no influyé en el establecimiento in vitro de los segmentos
nodales. El establecimiento in vitro de los segmentos nodales no estuvo determinado
ni por el tipo de auxina ni sus concentraciones, aunque en algunas combinaciones se
incrementd la longitud del brote de las plantas establecidas. La presencia de
citoquininas y sus concentraciones no determind el establecimiento in vitro de
segmentos nodales de arandano, aunque en algunas combinaciones se incrementd la
longitud del brote y el nimero de brotes por explante de las plantas establecidas. Con
los resultados del presente trabajo se logré conocer la influencia de varios factores que

influyen en el éxito o fracaso de la fase de establecimiento in vitro permitiendo obtener
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el primer banco de plantas donantes in vitro de V. corymbosum Variedad Emerald en
las instalaciones de la Facultad de ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica
de Ambato en el laboratorio de biotecnologia vegetal, lo cual sienta las bases para

establecer a futuro protocolos de micropropagacion masiva.

Palabras clave: introduccion, in vitro, micropropagacion, segmentos nodales,

Vaccinium.
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SUMARY

The present investigation was developed with the purpose of evaluating some factors
that influence the in vitro establishment of nodal segments of V. corymbosum such as:
the composition of the nutrient medium used (WPM and MS), the concentration of
agar and sucrose, the protocol of disinfection of nodal segments, auxins and
cytokinins. A completely randomized design was used in each experiment. It was
determined that the medium that provided the best results was WPM, both in shoot
length, the number of leaves per plant and the number of buds per plant, reflecting
statistical differences between the WPM and MS media. Together with this parameter,
a disinfection protocol was used in which three different disinfectants were tested at
different action times (1, 3 and 5 minutes), achieving a lower percentage of
contamination with sodium hypochlorite NaOCI (3% / 5 min), Tween 20 (2 drops/ 5
minutes) and Povidyn (1ml/ 5 minutes), which were integrated as a single protocol for
the rest of the study factors. The WPM culture medium allowed a better in vitro
establishment of blueberry nodal segments (Var. Emerald). Likewise, when 10 g of
agar per liter were added, a greater length of the shoots of the established plants was
achieved. Although the addition of sucrose to the WPM culture medium did not
influence the in vitro establishment of nodal segments, concentrations of 25 and 30
g/L-1 increased the number of leaves and the number of buds per plant. When the
disinfection agents Tween 20, Povidyn and sodium hypochlorite were used, no
significant influences were observed on: in vitro establishment, percentage of
contamination or the number of shoots per explant. lllumination did not influence the
in vitro establishment of nodal segments. The in vitro establishment of the nodal
segments was not determined by the type of auxin or its concentrations, although in
some combinations the shoot length of the established plants was increased. The
presence of cytokinins and their concentrations did not determine the in vitro
establishment of blueberry nodal segments, although in some combinations the length
of the shoot and the number of shoots per explant of the established plants were
increased. With the results of this work, the influence of several factors that influence
the success or failure of the in vitro establishment phase will be known, obtaining the
first bank of in vitro donor plants of V. corymbosum Variety Emerald in the facilities

of the Faculty of Agricultural Sciences of the Technical University of Ambato in the
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plant biotechnology laboratory, which lays the foundations for establishing massive

micropropagation protocols in the future.

Key words: introduction, in vitro, micropropagation, nodal segments, VVaccinium.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Introduccion

Los arandanos son plantas arbustivas perennes nativas del hemisferio norte con una
alta distribucion de alrededor de 450 a 500 especies, pertenecientes a la familia
Ericaceae del género Vaccinium, se considera que las especies originarias de América
abarcan un 35% de las mismas, siendo un 10% de Centro y Sur América y un 25% de
Norte de América (Hine y Abdelnour, 2013).

Las bayas de ardndano tienen un alto nivel nutricional y medicinal siendo ricos en
antocianinas y minerales los cuales se los puede encontrar de manera natural como
fruto fresco, procesados en envasados o también de manera deshidratada,
convirtiéndola en una especie vegetal y frutal de gran interés economico a nivel
mundial (Hine y Abdelnour, 2013).

En Ecuador el cultivar de Vaccinium corymbosum L. esta incrementado su produccién
y venta de manera exponencial dado que es de alto interés comercial y economico a
nivel mundial por sus caracteristicas nutricionales y medicinales, es por esto que se ha
visto la necesidad de optimizar la produccién de plantas masivamente con estandares
optimos de calidad, productividad y libre de agentes patdgenos con precios accesibles
para los agricultores ya que se requiere de una fuerte inversion econémica inicial para

la implementacion de este cultivo (Brenes et al., 2015).



En la actualidad la demanda de arandano y sus frutos han generado una retribucién
econdémica notable en los mercados, lo cual ha provocado un incremento de la
produccion y del area de cultivo a nivel mundial. Para satisfacer las necesidades de
plantas hacia los productores se han utilizado alternativas de propagaciéon como la
micropropagacion in vitro la cual permite obtener altos volumenes de material y de

Optima calidad (Jiménez y Abdelnour, 2017).

La micropropagacion de variedades e hibridos y su regeneracion in vitro es altamente
dependiente del genotipo que se trabaje es por ello que se requiere realizar ajustes en
los protocolos para los diferentes cultivares para satisfacer los requerimientos de cada

uno (Jiménez y Abdelnour, 2017).

La micropropagacion ha demostrado ser un método optimo de multiplicacion
reduciendo el tiempo en el ciclo de crecimiento de este cultivo, mostrando que bajo
condiciones de procesos in vitro no genera variabilidad genética si se realiza mediante
organogenesis directa, ayudando de esta manera a obtener una produccion masiva de

plantas de alta calidad (Lerma et al., 2019).

Para la multiplicacion in vitro existen varios medios de crecimiento los cuales pueden
incluir MS (Murashige y Skoog), Anderson (Anderson), Z-2 (Zimmerman y Broome)
y WPM (Lloyd y McCown), su utilizacion permite alcanzar mejores resultados en los
procesos de multiplicacién, pero cada uno de estos tienen caracteristicas diferentes, lo
cual explica que su eficacia dependera de cada medio, mediante estudios previos que
se han realizado de estos se ha considerado que los mas adecuados para el éxito in vitro
de arandano son WPM y MS (Shufang et al., 2017).

La micropropagacion in vitro permite obtener gran cantidad de material vegetal con

las caracteristicas genéticas similares a la planta de origen permitiendo hacer una



seleccion con mejor productividad y desarrollo vegetativo. Este proceso muestra
grandes beneficios, pero consta de ciertos factores limitantes por la ocurrencia de
contaminantes bacterianas y flngicos, los cuales bajo protocolos de desinfeccion y
esterilizacion no adecuados de materiales y equipos puede colonizar el explante y el
medio de cultivo provocando su muerte (Jiménez y Abdelnour, 2016).

Los problemas ocasionados por la contaminacion fungica, bacteriana o un inadecuado
manejo de los implementos utilizados en la micropropagacion son las principales
limitantes que se pueden presentar ya sea tanto al inicio del proceso como durante el
mantenimiento de los tejidos cultivados in vitro. Es por ello que el uso de protocolos
estandarizados donde existan puntos de control que eviten la contaminacidn permite

solucionar las pérdidas (Jiménez y Abdelnour, 2016).

Por lo antes mencionado, en la presente investigacion se propuso conseguir un banco
de plantas de V. corymbosum Var. Emerald en condiciones controladas de laboratorio,
mediante el uso de técnicas de micropropagacion y del manejo del ecosistema in vitro,
para lo cual se utilizaron dos tipos de medios (MS y WPM) semisolidos, también se
emplearon auxinas: IAA (Acido Indol Acético), IBA (Acido indol -3- butirico), NAA
(Acido 1- naftalenacético), citoquininas: 2-iP (N-isopentil adenina), TDZ
(Thidiazuron), Agar y Sacarosa en distintas concentraciones, asi como otros
parametros de medicion considerados de importancia para este proceso fueron las
condiciones de iluminacién y protocolo de desinfeccion de explantes vegetales para
un optimo desarrollo vegetativo donde los resultados de esta investigacion seran de
gran utilidad para el proceso de multiplicacion y enraizamiento in vitro de arandano

azul.



1.2.  Antecedentes investigativos

12

Canal et al., (2001) a través de su articulo titulado “Fisiologia del cultivo in vitro
mencionaron que la micropropagacién es una técnica de propagacion en masa de
plantas empleada desde los afios 60 donde hace énfasis que la principal ventaja de este
método es multiplicar de manera rapida material clonal libre de agentes contaminantes
y enfermedades, permitiendo introducir nuevas variedades de plantas a los mercados

bajo seleccion, y mejoras mediante manipulacion genética.

Hine y Abdelnour (2013) mediante su articulo titulado “Establecimiento in vitro de
arandano (V. corymbosum)” afirmaron que la importancia bioldgica y comercial de
este cultivo ha provocado en los agricultores el interés de establecer plantaciones a
pequefia y gran escala, pero mediante la propagacion tradicional no es una opcion
viable para alcanzar una produccién masiva de plantas con estandares dptimos de
calidad dado que requiere una cantidad enorme de plantas donantes y los brotes tienen
un pobre desarrollo radicular presentando gran variabilidad genética, siendo una via
eficaz el proceso in vitro ya que permite utilizar segmentos de hojas o realizar una
brotacién directa a partir de yemas obteniendo una gran cantidad de material
multiplicable.

Rodriguez y Morales (2015) en su articulo titulado “Efecto de la densidad de
explantes y el volumen de medio de cultivo sobre la multiplicacion in vitro de
ardndano (V. corymbosum) variedades Brigitta y Legacy” mencionaron que el
incremento de cultivos arandano ha provocado una gran demanda de plantas en
especial las provenientes de desarrollo in vitro por su eficacia y por no generar
variabilidad genética, dado que no hay suficiente informacion de la cantidad de medio
y explantes por frasco o recipiente se emplearon distintas cantidades y nimero de

explantes por recipiente para determinar un mejor rendimiento y resultados, donde se



utilizaron concentraciones especificas de sacarosa, agar, medio nutritivo y regulador

de crecimiento ajustando el medio preparado a un pH de 5,2.

Mora (2010) a través de su investigacion titulada “ORGANOGENESIS in vitro DE
ARANDANO V. corymbosum” determiné que el método de reproduccion realizado
por estacas generd grandes desventajas por ser lenta y costosa tanto en nimero de
plantas a partir de una donante o madre y las dificultades mostradas por un bajo
rendimiento por efectos de las plagas y enfermedades heredadas de sus progenitoras,
mostrando que el cultivo in vitro puede optimizar este proceso de propagacién al
obtener clones sin variabilidad genética y ser resistentes a factores bidticos y abiéticos
con una gran produccién en menor tiempo independientemente del factor climatico en

todo el afio, manejando plantas libres de plagas y enfermedades.

Trauco (2016) mediante su investigacion titulada “Efecto de cuatro concentraciones
de Citoquininas en la multiplicacion “in vitro” de Arandano (V. corymbosum) cv.
Biloxy, Trujillo-La libertad”, mencion0 que los reguladores de crecimiento cumplen
un rol clave en la micropropagacion in vitro para poder alcanzar una taza alta en el
incremento de brotes y en la fase multiplicacion donde las plantas derivadas de este
método de propagacion tienen caracteristicas notorias a diferencia de las producidas
por métodos convencionales, donde estas muestran: crecimiento méas tupido, mayor
brotacion lateral, desarrollo de corona y cantidad de presencia de yemas florales lo que
significara una mejor produccion de frutos con mejor calidad sanitaria y sobre todo
obtener plantas de las variedades que muestran dificultades en enraizamiento.

Gutiérrez et al. (2020) en su articulo titulado “Micropropagacion de V. corymbosum
en medio Murashige y Skoog (1962), suplementado con 6-bencilaminopurina”
sefialaron que la biotecnologia vegetal garantiza una mayor cantidad de multiplicacién
clonal, sanidad vegetal, uniformidad y estabilidad genética contribuyendo de esta

manera a que mayor cantidad de clientes prefieran las plantas micropropagadas. El



éxito de la micropropagacion dependera de los medios de cultivo que se utilicen ya
que cada especie necesita diferentes requerimientos nutritivos para poder desarrollarse

siendo estos Utiles para el crecimiento y establecimiento de los explantes de arandano.

Ruzi¢ et al. (2012) mediante su articulo titulado “Micropropagacién in vitro de
arandano alto (V. corymbosum)”, aseguraron que los métodos tradicionales de
propagacién son lentos, son costosos y poco eficientes en tanto a productividad y
namero de propagalos es por ello que el proceso in vitro mejora la calidad de las
plantas y son més eficientes, pero para ello es necesario considerar los efectos de los
reguladores de crecimiento y los medios basales dado que la respuesta morfogenética

dependeréa de ello y de la variedad aplicada.

Arencibia et al. (2013) en su articulo titulado “Un enfoque para la micropropagacion
de plantas de arandanos (V. corymbosum), mediada por Biorreactores de inmersion
temporal (TIB)” afirmaron que los explantes en medios in vitro presentaron una alta
capacidad fotosintética con mayor crecimiento y desarrollo evidenciando que los
factores de un ambiente controlado de laboratorio como: concentracion de COg,
intensidad luminica, humedad, temperatura, medios nutritivos y reguladores

promueven la fotosintesis y transpiracion de explantes in vitro.

Castro (2016) mediante su trabajo de investigacion titulada “Mejora de la propagacion
in vitro de V. corymbosum y evaluacién de la actividad antioxidante en arandanos
comerciales” mencioné que el arandano por su alta demanda para el consumo y en la
medicina ha requerido buscar medios de propagacion masiva donde el método in vitro
permite obtener una produccion masiva de plantas con un reducido nimero de material
clonal, obteniendo brotes con una alta capacidad de multiplicacion y posterior

enraizamiento segun la fase que lo requiera.

Rache y Pacheco (2010) a través de su articulo titulado “Propagacion in vitro de

plantas adultas de Vaccinium meridionale (Ericaceae)” afirmaron que diversos



estudios han permitido determinar distintas composiciones nutricionales en los
métodos de propagacion in vitro comprendiendo de esta manera los requerimientos y
la influencia que tienen los factores ambientales en el 6ptimo manejo de propagacion,
donde los medios controlados son los mas eficaces obteniendo excelentes resultados
en las distintas variedades de Vaccinium ssp.

1.3.  Categorias fundamentales o0 marco conceptual

1.3.1. Métodos de propagacion

En la propagacion de arandano se puede emplear tres distintos métodos de propagacion
convencionales utilizando injertos, estacas y por medio de semillas. EI método
empleado por semillas se utiliza Gnicamente para el estudio y desarrollo de nuevas
variedades, el método por injerto permite reutilizar las plantas ya existentes para un
cambio de variedad compatible que tenga mejores caracteristicas evitando de esta
manera realizar una nueva siembra con otra variedad, aunque para una produccién
comercial se emplea principalmente estacas herbaceas y semilefiosas, algunas
variedades de este cultivar presentan dificultades para el enraizamiento, aunque
también pueden verse influenciada por la condicion fisiologica (Castro et al., 2019;
Garcia et al., 2008)

Otro método de propagacion es el proceso in vitro el cual permite obtener plantas
mediante segmentos de tallos induciendo brotacion de raices adventicias, este método
es el mas eficaz utilizado actualmente dado que ha mostrado mejores beneficios tanto
en calidad como cantidad de plantas al no genera variabilidad genética utilizando como

método de regeneracion la organogeénesis directa. (Rodriguez y Morales 2015)

Castrillon (2008) menciond que la reproduccion sexual del ardndano depende
esencialmente de la germinacion de las semillas, siendo un trabajo laborioso en su

cuidado y manejo: por la forma, nimero de semillas y su reducido tamafio, por su
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pobre porcentaje de germinacion, dependencia de la luz para germinar, latencia. Se
considera que las semillas de ardndano presentan un comportamiento generalizado ya
que muestran indices que no existe estabilidad en los indices de germinacion en
semillas grandes y pequefias respectivamente, mostrando un menor tamafio, menor

namero radicular en plantulas germinadas por semillas pequefas.

La propagacidon asexual es un proceso que busca generar raices adventicias en
segmentos de tallos conocidos como estacas de manera ex vitro, este proceso es muy
util desde el punto de vista practico ya requiere menor tiempo que la multiplicacién
por semillas, esto permite evitar plantas con bajo vigor tratando de obtener la mayor
uniformidad y calidad en la productividad, otro proceso Util y con mejores resultados
para la propagacion es el método in vitro que permite obtener plantas de excelente
calidad, para alcanzar este objetivo actualmente se busca reducir costos de produccién
ya que no es muy accesible para los agricultores (Chicaiza et al. 2021; Debnath,
2007).

Propagacion por Estacas: la seleccion de estacas se realiza tomando en cuenta la
edad y calidad de las ramificaciones de la planta madre, con una longitud de 7 a 10 cm
y un didmetro superior a 2 mm de didmetro, se eliminan las hojas inferiores dejando
un par superior para su desarrollo. Para evitar problemas causados por agentes
fitopatogenos es recomendable que sus progenitoras estén en un ambiente controlado
o semi controlado y realizar un protocolo preventivo de desinfeccion, para el
enraizamiento de los explantes, se coloca en recipientes individuales con una mezcla
de sustrato y suelen utilizarse domos o contenedores plasticos para conservar la

temperatura y la humedad (Castro, 2019).

Propagacion por injerto: la longevidad del arandano ha permitido realizar cambios
de variedades con plantas ya establecidas, este método es propio de otros frutales, pero

al ser el arandano una planta lefiosa arbustiva se ha podido conseguir este fin siendo



una alternativa técnicamente posible, econdmicamente viable y ventajosa. Se recolecta
el material a emplear y se conservan en camara frigorifica hasta su uso, en el caso de
las plantas patron se seleccionan de 7 a 8 ramificaciones por planta que muestren
caracteristicas de vigorosidad a una altura de 50 cm y el resto se elimina, para el
proceso de injerto se utiliza la técnica de pua por hendidura, eliminando los rebrotes

de las plantas injertadas (Garcia et al. 2008).

1.3.2. Cultivo in vitro

Castillo (2004) afirmé que el proceso in vitro de micropropagacidn consiste en colocar
explantes vegetales de manera aséptica en un medio de cultivo con la adicién de
fitohormonas que regulan el crecimiento, manejando los factores ambientales que se
puedan controlar, es decir que requiere de un control especifico del ambiente fisico y
quimico en el cual el explante estaréa situado. Mediante la micropropagacion se obtiene
una descendencia clonal uniforme con plantas que muestran caracteristicas
geneticamente idénticas a las plantas donantes, para este medio se emplean
mayormente las yemas vegetativas de las plantas, pero también se pueden utilizar

cualquier otro érgano y tejido.

Antecedentes del cultivo in vitro

La micropropagacion es la técnica que permite manipular 6rganos, tejidos o células de
la planta que puedan producir una nueva poblacion de plantulas libres de agentes
patdgenos, con este proceso se acorta el tiempo de produccién, la manipulacion es mas
rapida en comparacion con métodos convencionales obteniendo un mayor nimero de
plantas por superficie, una mayor sanidad, facil manejo y rapido transporte del material

multiplicado en una gran variedad de cultivos (L6pez et al., 2017).



En la actualidad el incremento de areas cultivadas de arandano ha generado una gran
demanda de plantas de calidad para lo cual se ha empleado herramientas
biotecnologicas con el propoésito de satisfacer estas necesidades mejorando y
adaptando cultivares a distintas condiciones ambientales en cualquier época del afio y
en menor tiempo (Arista et al. 2019).

Esta técnica ha contribuido a la expansion de diversos cultivos con caracteristicas
genéticas requeridas para producciones extensivas, permitiendo alcanzar un mejor
desarrollo, crecimiento mas rapido y una mayor brotacion en diversos cultivos,
estableciéndose a nivel mundial con fines comerciales con gran aceptacion por la

calidad de las plantas micropropagadas (Gutiérrez y Linares, 2019).

Factores que influyen en la propagacion in vitro

Factores internos

Seleccion del explante: este punto es muy importante ya que de esto dependera la
respuesta que se desarrolle en el proceso in vitro, mientras la procedencia del explante
sea de plantas juveniles mejor sera la respuesta al proceso de brotacion dado que tiene
zonas de crecimiento mas activas respecto a las plantas adultas ya diferenciadas, las
fuentes de explantes pueden ser células, porciones de tejidos, granos de polen, semillas
entre otros, pero para mayor facilidad y estabilidad genética se utilizan los meristemos
apicales y segmentos nodales (Cayo y Peralta, 2021).

Tamafio del explante: esta relacionado con la porcién vegetativa que acompafia al
explante en el medio nutritivo, segun el protocolo empleado, el tamafio del envase y
la cantidad de medio a emplear, el material vegetal tendra un tamafio de unos 2,5 cm

hasta unos 5 cm acompafiados de 1 o 2 yemas axilares para evitar pérdidas en caso de
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presentarse oxidacion de manera descendente que esta no llegue hasta las yemas y

altere su normal desarrollo (Brenes et al. 2015; Hine y Abdelnour, 2013).

Factores externos:

Castillo (2004) manifesté que el cultivo in vitro requiere un control especifico del
ambiente que rodea al explante tanto quimico como fisico lo que requerira el
conocimiento de los factores que lo conforman y las que deberan ser reguladas o

controladas.

Ambiente quimico
Composicion del medio de cultivo:
e Sales minerales

Medio MS: iones amonio NH4" (20.6 mM), iones nitrato NO3™ (39,4 mM), iones
cloruro CI" (6,0 Mm) y molibdato MoO4. Aunque contiene concentraciones
relativamente bajas en comparacion con otros medios de Ca?* (3,0 mM),
POs (1,3 mM), Mg?* (1,5 mM) y Cu?* (0,1 mM).

Medio WPM presenta baja concentracion de sales en iones amonio NH4* (5
mM), iones nitrato NO3z™ (9,7 mM) y iones cloruro CI™ (1,3 mM) empleado para

cultivo de plantas lefiosas (Martinez, 2015).

e Vitaminas

i-Inositol (100mg/L), Niacina (0,5 mg/L), Piridoxina (0.1 mg/L), Tiamina (0.1
mg/L), Glicina (2 ml/L) y Edamina (1g/L).
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Sacarosa

Para el medio nutritivo en esta investigacion se empled 30 g de sacarosa o0 0,3
% de la misma, en algunos casos dependiendo de la concentracion del medio
nutritivo, variedad de material vegetal y agar se emplean distintas
concentraciones de sacarosa entre 3% y 2,0% (Brenes et al. 2015; Martinez
et al. 2015; Saavedra, 2021)

Agua
Se utiliz6 agua destilada estéril obtenida de una maquina destiladora tipo 1.
Agar

Los principales agentes gelificantes empleados en micropropagacion segun la

goma empleada, su composicién quimica y fuente son:

Guar: Galactosa (unida por o 1-6) y manosa (unidas por  1-4), fuente:
Cyamopsis tetragonolobus.

Cassia: Galactosa (unida por a 1-6) y manosa (unidas por B 1-4), fuente:

endospermo de Sennao obtusifolia.

Xantana: cadena de D-glucopiranosilo unido enlace p 1-4. Ramificacion de
trisacaridos de D-manopiranosilo y de acido D-glucopiranosilurénico, fuente:

exudada por la bacteria Xanthomonas campestris cepa B-1459.

Agar: Agarosa (galactosa) y agaropectina (anhidrogalactosa parcialmente
esterificada con &cido sulfurico), fuente Gelidium cartilagineum, Gracilaria

confervoides y Pteroclaia capillacea.

Gellan (gelrite y phytagel): tetrasacarido, que consiste en dos residuos de D-
glucosa y cada uno de los residuos de L- ramnosa y D- acido glucurénico,

fuente: exudada por la bacteria Pseudomonas elodea.

Goma katira: D-galactosa, acido D-galacturdnico y L-ramnosa en proporcion

molar 2:1:3, fuente: exudado de Cochlospermum religiosum.
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Natugel: fuente Kappaphycu salvarezii.

Para esta investigacion se emple6 como agente gelificante AGAR de marca
comercial Agar Powder for tissue culture de la empresa SRL. (Martin et al.
2012)

Hormonas

Auxinas: IAA (Acido Indol-3- Acético), IBA (Acido indol -3- butirico), NAA
(Acido 1- naftalenacético), y citoquininas: 2-iP (N-isopentil adenina), TDZ
(Thidiazuron).

pH

Para cultivos in vitro se emplea un pH de 5, 5.5 y 6 dado que es un cultivo que
se desarrolla en suelos acidos y se los mantiene en ese rango en procesos in
vitro para evitar un estrés al momento de la fase de aclimatacion y ser colocados

en un sustrato (Brenes et al. 2015; Restrepo y Alvarez, 2013).

Ambiente fisico

Temperatura.
Luz, oscuridad y fotoperiodo.

Humedad.

1.3.3. Etapas del cultivo in vitro

Perea (2009) aseguro que el sistema in vitro abarca cinco etapas comenzando desde

la etapa O para alcanzar el proceso de micropropagacion las cuales consisten en: 0

Seleccion de los explantes, | desinfeccion del material vegetal y equipos, Il

introduccién en medio de cultivo, 11 multiplicacion de los brotes, IV enraizamiento y
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aclimatacion. Por otro lado, Arista (2019), afirmé que el cultivo in vitro consta de
cinco fases: | preparacion de la planta madre, Il establecimiento del cultivo en
condiciones de asepsia, Il multiplicacién de los brotes, IV enraizamiento y V
aclimatacion. Asi mismo Rache y Pacheco (2010), en su trabajo de investigacion

coincide con los puntos antes mencionados.

Fase 0: Preparativa, en esta etapa se prepara la planta madre para poder establecer
los explantes en condiciones de asepsia los cuales deben presentar vigorosidad, yemas
viables, buen tamafio y un desarrollo adecuado. Para este fin es necesario el
establecimiento de un banco de plantas donantes las cuales deben estar en condiciones

controladas y libre de agentes fitopatogenos (Castillo, 2004).

En esta fase también se desarrolla un protocolo de desinfeccion del material vegetal
recolectado, de los cuales se obtendran los explantes. Previo a la recoleccion se debe
realizar un control fitosanitario con unos 2 o 3 dias de anticipacién para eliminar los
contaminantes que esta pueda trasmitir, donde los mas comunes son: hongos y
bacterias, este proceso se debe realizar si las plantas se encuentran en condiciones de
campo o condiciones controladas para obtener un menor indice de contaminacion en
la fase de introduccion. Los protocolos de desinfeccion pueden varias segun la
procedencia del explante utilizando hipoclorito de sodio (NaOCI) en distintas
concentraciones, fungicidas de contacto y sistémicos, jabén y desinfectantes
quirargicos y agua esterilizada para enjuagarlos (Castillo, 2004; Jiménez y
Abdelnour, 2016).

Fase |: Establecimiento in vitro, en este punto se realiza la introduccién de los
explantes previamente desinfectados y el establecimiento in vitro colocandolos en un
medio de cultivo estéril, el medio basico empleado no siempre puede suplir el
desarrollo de todas las células por lo cual es necesario realizar cambios o colocar
aditivos (Sharry et al. 2015).
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Generalmente los medios de cultivo deben contener sales inorganicas, vitaminas,
carbohidratos, reguladores de crecimiento y un agente gelificante, aunque este ultimo
no es indispensable en ciertas ocasiones, pero también se pueden agregar aminoacidos,
antioxidantes, retardantes, entre otros (Perea, 2009). El punto méas importante en la
introduccion es mantener todos los equipos, materiales, areas de trabajo y explantes
desinfectados ya que al producirse una contaminacién con microorganismos puede
destruir los explantes e inutilizar los medios, retardar el normal desarrollo y generar

pérdidas de material vegetal y reactivos Utiles (Ribon y Bernal, 2020).

Fase Il: Multiplicacién, en esta fase se realiza el proceso de multiplicacién de los
brotes obtenidos en la fase de introduccion, lo cual consistird en incrementar el nimero
de propagalos o plantas establecidas in vitro (Ribén y Bernal, 2020), para ello es
necesario subcultivar en un nuevo medio los brotes obtenidos en la introduccion lo
cual requiere de asepsia por lo que es necesario realizarlo en una camara de flujo
laminar donde se cortaran los brotes de unos 2 a 3 cm de longitud o segun se requiera
y se colocaran en los nuevos medios (Castillo, 2004). En este punto se utilizan bajas
concentraciones de citoquininas para estimular la produccién de multiples brotes a

partir de una sola yema axilar o apical (Perea, 2009).

Fase I11: Enraizamiento, para enraizar los explantes, brotes o plantines individuales
deben contar con el tamafio que se considere necesario por lo general se toman de 2
cm, estos brotes obtenidos en la fase de multiplicacion son colocados en nuevos
medios libres de reguladores, en algunos casos solo se colocan hormonas de tipo
auxinas. Algunas especies de plantas multiplicadas no requieren este proceso y emiten
sus raices en el mismo medio donde se realizo la multiplicacion por lo que en ocasiones
la fase de multiplicacion y enraizamiento ocurre de manera simultanea (Castillo,
2004). Para este punto de enraizamiento las plantulas deben ser sometidas a
prolongados periodos de oscuridad, aunque esto no aplica en todas las especies,
también se requiere el manejo de la intensidad luminica, la temperatura y las respuestas

fisioldgicas (Perea, 2009).
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Fase IV: Aclimatacidn, es la etapa final de la micropropagacion la cual busca adaptar
las plantulas al medio ambiente natural proporcionando una estabilidad en campo, para
ello cuenta con tres procesos esenciales: la aclimatacion, periodo de monitoreo en
invernadero donde son trasplantadas en sustratos estériles que fortalezcan el sistema
radicular y trasplante en campo (Pera, 2009). Las condiciones en invernadero simulan
las condiciones in vitro donde estas se acostumbran en un corto periodo de tiempo y
se debe controlar la humedad e intensidad luminica la cual debe irse dando

gradualmente ya que son muy sensibles a cambios bruscos (Ribon y Bernal, 2020).

Condiciones in vitro

Las condiciones en laboratorio no son factores que se puedan universalizar o
generalizar ya que la recepcion de material, condiciones de humedad, temperatura,
iluminacion entre otras, variardn segun la ubicacién del laboratorio o estructuracién
por lo que necesario definir parametros de utilizacion y manipulacion para zonas
especificas, de todo esto dependeré el éxito de desarrollo de los cultivos in vitro puesto

que estaran en un ambiente distinto del que provienen (Correay Mejia, 2013).

Tecanhuey (2012) afirmé que la asepsia y las condiciones necesarias que requiere el
explante en los procesos in vitro son muy rigurosos ya que es necesario la eliminacion
de agentes contaminantes de cualquier tipo, por lo que es importante identificar
posibles fuentes contaminantes y aislarlas, implementar protocolos de desinfeccion de
explantes, esterilizar materiales y equipos ya que si no se realiza una préctica aséptica
que se desarrollaron en los medios de cultivos puesto que contienen las condiciones

idoneas para albergar hongos y bacterias.

Esterilidad: los cultivos in vitro de este cultivo deben realizarse en un ambiente libre

de microorganismos, con una asepsia estricta tanto en los materiales como en los
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equipos, la instalacion en general debido a que con esto el indice de contaminacion
sera menor, siendo necesario identificar, aislar y eliminar posibles fuentes

contaminantes en la micropropagacion (Wampash et al. 2011).

Temperatura: la temperatura estard afectada por el ambiente y estructura donde
estaran situados los explantes, ademas de la luz que se disponga, esta debe ser regulada
hasta encontrar un punto deseado donde por lo general para los cultivos in vitro oscilan
entre unos 20 y 30 °C, en ambientes frios se utilizan calefactores y en climas célidos
se usan equipos refrigerantes para mantener la temperatura constante (Hine y
Abdelnour, 2013; Wampash et al. 2011).

Humedad: la humedad relativa juega un papel importante tanto en la introduccion
como en la fase de multiplicacion y enraizamiento para que estos puedan desarrollarse
correctamente con un rango favorable de 70 a 80% (Aquije, 2020; Gutiérrez y
Linares, 2019).

Control de iluminacion y fotoperiodo: el area donde se desarrollaran los explantes
introducidos deberén contar con una serie de unidades productoras de luz a manera
que iluminen toda la superficie Util, estas pueden estar dispuestas de manera horizontal
o vertical segn se requiera o la forma que tengan los estantes, algunos autores
manifiestan que el fotoperiodo de las horas luz requeridas para un normal desarrollo
varian de entre 16 a 18 horas de iluminacién y de 6 a 8 horas de oscuridad con una
intensidad luminica de 850 a 3000 lux (lumen/m?), las horas de luz requeridas por los
explantes para su normal desarrollo dependera de la especie y variedad multiplicada
(Hine y Abdelnour, 2013; Rodriguez y Morales, 2015).
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Reguladores de crecimiento (Fitohormonas)

Alcantara et al., (2019) afirmaron que una hormona vegetal o fitohormona es un
compuesto que producen internamente las plantas, las cuales realizan su funcién en
muy bajas concentraciones y estas actlan principalmente a nivel celular cambiando
los patrones de crecimiento, los reguladores comerciales son sintetizados
quimicamente u obtenidos de otros organismos siendo su concentracion mas potente
que las producidas de manera natural, es por ello que en sistema in vitro es
recomendable establecer tiempos de aplicacion, dosis teniendo en cuenta la respuesta

de la variedad vegetal y sus requerimientos de su crecimiento.

Fitohormonas y su papel en el establecimiento in vitro de Vaccinium corymbosum
L.

Axinas: actian como reguladores de crecimiento y del desarrollo vegetativo,
especialmente en la division, elongacion y diferenciacion celular, estas se pueden
encontrar en la mayoria de tejidos vegetales, pero se concentran en mayor cantidad en
los tejidos con crecimiento activo, ocurriendo la sintesis de esta generalmente en los
meristemos apicales, en las semillas de los frutos en desarrollo y hojas tiernas (Garay
etal. 2014). La presencia de auxinas en los medios de cultivo para propagacion in vitro
es indispensable para la formacién de raices adventicias y mantener la capacidad
rizogénica de la especie en condiciones ex vitro las auxinas deben emplearse en bajas
concentraciones con la finalidad de no causar efectos inhibitorios ni atrofias en las
células y tejidos donde la mas empleada es el AIA (&cido 3- indol acético) (Uribe et
al. 2012).

Citoquininas: son hormonas vegetales que se derivan de adeninas promoviendo la

division celular en tejidos no meristematicos, estas son producidas en 6rganos en
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crecimiento y en el meristemo de la raiz. Entre los efectos fisiol6gicos que causan estas
hormonas se puede determinar: division celular y formacién de érganos, la apertura de
estomas, dominancia apical, retardo de la senescencia (gracias a su propiedad de
generar alta division celular), inducen partenocarpia y permiten el desarrollo de yemas
tanto laterales como las yemas del apice caulinar (Perea, 2009).

UNIDAD DE ANALISIS

1.3.4. Cultivo de ardndano (V. corymbosum)

Historia

El ardndano es una especie vegetal originaria de Norteamérica, arbustiva con una
variacion en su tamafio dependiendo de la variedad que puede ir desde 0,2 hasta los 7
metros de altura, presenta hojas simples y alternas con una forma ovada a lanceolada,
para entrar en fase de produccidn requieren alrededor de unas 800 horas frio, sus frutos
son bayas esféricas de tonalidades que van desde un azul claro hasta un negro azulado
teniendo un calibre que varia de entre 0,7 a 1,5 hasta los 3 cm de diametro (Aquije,
2020; Ormazébal et al. 2020).

Gordd (2008) asegur6 que actualmente la superficie mundial de ardndano cultivado
es alrededor de 20.000 hectareas con una produccion en fresco de fruto de 550.000
toneladas siendo altamente aceptado por su sabor, valor nutricional y medicinal, donde
para su distribucion y consumo a corto, mediano y largo plazo se derivan multiples
productos como: fruto fresco, deshidratados y congelados, en comidas dulces y saladas
y en aplicaciones industriales como productos de area farmacéutica, reposteria, jugos,

mermeladas, colorantes, salsas, helados, conservas, yogurt, etc.
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Clasificacion taxonémica del arandano (V. corymbosum)

De acuerdo con Bone (2022) el arandano se clasifica taxonémicamente de la siguiente

manera:

Tabla 1. Taxonomia del arandano

Taxonomia
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Subdivision Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Subclase Dilleniidae
Orden Ericales
~ Familia Ericaceae
Tribu Vaccinioideae
Seccion Vaccinieae
Género Cyanococcus

Especie  Vaccinium corymbosum L.

Fuente: Tomado de Bone (2022)

Descripcion botanica del arandano

Los arandanos son plantas que pertenecen al género Vaccinium de la familia Ericaceae,
la cual posee 36 secciones y albergando unas 350 especies, posee una estructura
arbustiva erecta o rastrera con una altura que varia segun la especie yendo desde los
0,2 hasta 7,0 m, planta perenne catalogada como caducifolia con hojas alternas, esta
especie vegetal presenta una gran longevidad que superar incluso los 50 afios
(Caballero, 2015; Garcia et al. 2018).
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Raiz: presenta un sistema radicular que no supera los 40 cm de profundidad con raices
finas y fibrosas las cuales estan desprovistas de pelos absorbentes lo cual las convierte
en dependientes de una provision constante de humedad, es necesario que cuente con
una capa superficial de suelo suelto y bien aireado para que pueda desarrollar su
volumen radicular, cuando el agua escasea la respuesta fisiologica de esta se traduce
en un menor crecimiento y marchitamiento pero también a su vez puede resultar muy
sensible al encharcamiento en zonas de suelos pesados, estas pueden estar asociadas
de manera simbidtica con micorrizas para un mutuo beneficio, los nuevos brotes
resultan de la corona la cual se encuentra entre la raiz y la parte aérea promoviendo la
constante renovacion vegetativa de la plantan (Caballero, 2015; Garcia et al. 2018;
Gordo, 2008).

Hojas: son simples y alternadas cortamente pediceladas en forma ovada a lanceolada
con una longitud variable de 1 a 8 cm con una tonalidad verde palido a intenso
dependiendo la variedad, ligeramente dentadas con pequefias nervaduras en el envés

de una tonalidad rojiza o amarillenta (Caballero, 2015; Garcia et al. 2018).

Flores: se disponen por lo general en racimos axilares o terminales de las ramas con
6 a 10 botones florales por yema, posee una corola acampanada blanca o rosada
conformada por 4 o 5 pétalos fusionados, unos 8 a 10 estambres con antenas que
pueden o no estar aristadas, la cantidad de yemas florales esté relacionada con el grosor
de la rama, la influencia de reguladores del crecimiento, el cultivar y las propias
técnicas de cultivo empleadas (Caballero, 2015; Garcia et al. 2018).

Fruto: es una baya casi esférica que puede variar su tamafio segin la especie
alcanzando desde unos 0,7 hasta 3 cm de didmetro con varias semillas en su interior
(20 a 100), las cuales estan relacionadas con el tamafio del mismo, segln la madurez
y el desarrollo del fruto sus tonalidades van cambiando hasta alcanzar ese color azul

caracteristico al finalizar la maduracion, la epidermis del fruto esta cubierta por una
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capa cerosa, la cual le da una vista llamativa, el fruto esta cubierta en la epidermis por
una capa cerosa, la cual le da una vista llamativa, el tamafio esta relacionado con la
distribucion de las bayas en la rama donde los mas cercanos a la base vendran a tener
un mayor tamafio mientras que los distantes pueden afectarse por el nimero de frutos
por rama asi como el vigor que esta presente (Caballero, 2015; Garcia et al. 2018;
Gordo, 2008).

Tallo: nace de la base de la planta con una tonalidad que varia segun la especie y en
este se encuentran las yemas vegetativas y florales donde su vigorosidad y grosor
dependerd de la edad de la planta y la ubicacion en la misma ya que posee

ramificaciones abundantes (Gordd, 2008).

Requerimientos edafocliméticos

Clima: la acumulacién de horas frio juega un papel importante en la produccion de
frutos, hoy en dia las variedades de este cultivar se pueden encontrar en los dos
extremos climaticos frio y calor, unas con altos niveles de horas frio soportando
incluso -30°C y otras que requieren pocas horas frio que pueden soportar hasta 30°C
sin afectar la productividad (Garcia et al. 2018). Aunque la temperatura 6ptima para
su desarrollo se encuentra entre los 7 a 18°C y en la mayoria de estas variedades de
temperaturas superiores a los 28°C pueden causar dafios en los frutos asi también como
los fuertes vientos que pueden afectar al follaje, la floracion y la polinizacién
(Caballero, 2015; Casas, 2017)

Agua: al ser plantas dependientes de humedad constante es necesario contar con un
buen sistema de riego durante el periodo estival necesita una demanda media de agua
que varia de 15 a 20 litros/planta/semana, las pantas de 1 afio de edad en una superficie

de 1 hectérea requieren de aproximadamente 4,000 m%ha/afio y las que se encuentran
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por encima de los tres afios entre 4,250 y 4,300 m*/ha/afio lo que significa que los
requerimientos hidricos van en aumento a medida que el cultivo se desarrolla (Fiedler,
2015).

Suelo: el sistema radicular del arandano se compone esencialmente por raices de
contextura finas y fibrosas, donde el suelo mas adecuado para un normal desarrollo de
este cultivo son los que presentan un pH entre 4.5 y 5.5, con textura ligera y una buena
aireacion ya que es muy exigente al oxigeno a nivel radicular y que retengan la
humedad puesto que las raices no son capaces de profundizar en el perfil del suelo
compacto. También deben contener un buen porcentaje de materia organica entre 3%
a 5% (Casas, 2015).

La textura del suelo debe ser del tipo arenoso o franco arenoso con un porcentaje de
arcilla por debajo del 20% y bajo contenido en limo, en caso de que las caracteristicas
del suelo no sean las dptimas es necesario garantizarlos manualmente, donde se debe
controlar muy bien el pH y conjuntamente con este la conductividad eléctrica (CE) ya
que estos son los parametros que se necesitan manejar con mayor cuidado puesto que
estos determinan la fertilidad del suelo los cuales toleran los 0,5 mS/cm siendo muy
sensible a la acumulacion de sales y no debe superar el 1 mS/cm (Garcia et al.2018).

Ciclo del cultivo

Segun Forbes et al. (2009) y Martinez (2019) consideran que el ciclo del cultivo se

maneja de la siguiente manera:
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Tabla 2. Ciclo del cultivo de ardndano.

Tiempo

1 a 2 afios

>2 afos

3 a5 anos

7 a 9 aios

>9 afos

Fase
Fase de establecimiento y desarrollo con podas de establecimiento
y formacion eliminando ramas delgadas y yemas florales para
garantizar un desarrollo vegetativo y altura adecuado.
Fase de produccion con podas de produccion eliminando ramas
muertas o envejecidas.
Primeras cosechas.
Estabilidad de produccién dependiendo de la variedad.

Adulto productivo.

Fuente: tomado de Forbes et al. (2009) y Martinez (2019).

Plagas y enfermedades

Plagas

Gallina ciega (Anomala spp.): se alimenta directamente de la raiz provocando una

disminucion en absorcion de los nutrientes afectando los estadios de polinizacion y

fructificacion (Cayo y Peralta, 2021).

Trips (Thysanoptera): de tamario pequefio (0,8 a 1,7 mm) succionan la sabia de hojas

y flores evitando la polinizacion, interfiriendo en el normal desarrollo y crecimiento

del cultivo, ademas de ser vector de enfermedades, hongos, bacterias y virus (Cayo y

Peralta, 2021).

Aves: constituyen una plaga muy importante ya que consumen los frutos ocasionando

pérdidas en el rendimiento de produccion y mas cuando la plantacion se encuentra en

zonas con abundantes bandadas de aves (Garcia et al. 2018).
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Mosca de la fruta (Anastrepha fracterculus (Wied.) y Ceratitis capitata (Wied.)):
ocasiona dafos en la etapa larvaria dado que se alimentan del fruto ocasionando

pérdidas de calidad y rendimiento (Cayo, y Peralta, 2021).

Enfermedades

Atizonamiento del tallo y pudricién de frutos (Botrytis cinerea Berk.): se presenta
bajo condiciones de humedad elevada y temperaturas alrededor de 20°C siendo mayor
la incidencia de esta enfermedad cerca de la cosecha apareciendo frecuentemente en
brotes nuevos siendo susceptibles principalmente racimos florales y frutos presentando
aspectos momificados, aunque los frutos sanos no muestren dafos si ya fueron
infectados los sintomas se mostraran luego de la cosecha provocando una pérdida del
mismo. Los sintomas que presenta esta enfermedad son pudricion de frutos,
atizonamiento de los brotes, marchites y necrosis en hojas y flores, rara vez se presenta
en partes viejas de la planta (Cayo y Peralta, 2021; Garcia et al. 2018).

Podredumbre de la raiz y el cuello (Phytophthora sp): causada por un hongo el cual
puede provocar la muerte de la planta o a su vez manifestarse como una enfermedad
progresiva con un débil crecimiento y prematuro desarrollo, mostrando una coloracion
amarilla o rojiza, en ocasiones acompafiado de necrosis de los bordes de la hojas
acentuandose la defoliacion con el paso del tiempo, las plantas enfermas presentan una
débil anclaje al suelo debido a su pobre desarrollo radicular las cuales se encuentran
necrosadas. Generalmente se desarrolla en suelos pesados, himedos con mal drenaje
lo cual provoca encharcamiento, la intensidad de esta enfermedad se muestra con el

tiempo de saturacion que presenta el suelo (Garcia, 2018).

Alternaria (Alternaria sp.): aparece con climas frios y himedos, ingresa a la planta

por heridas en hojas o tallos ocasionando pequefias manchas necréticas de color
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marrones en ambas caras y en los tallos como pequefos “chancros”, provoca la
pudricién de los frutos de arandano con lesiones hendidas y ablandamiento, la
superficie del area infectada a menudo se encuentra recubierta por una masa de
conidios de coloracion verde negruzco permitiendo diferenciarla de la antracnosis
(Gordo, 2011).

Roya (Pucciniastrum vaccinii Wint.): comienza en el haz de la hoja como manchas
cloréticas tornandose con el tiempo a un color castafio oscuro, las cuales abarcar
grandes areas, en el envés se muestran pustulas de color amarillo anaranjado. A
menudo no influye mucho en el rendimiento, pero puede producir una defoliacién y si

esta es severa puede comprometer la produccién futura de frutos (Gordo, 2011).

Tizon del tallo (Colletotrichum gloeosporioides Penz.): puede ocasionar manchas
foliares y pudricion en frutos ingresando por heridas o atacando plantas débiles, se
presenta como manchas pequefas circulares de tonalidad marrén en hojas y en los
tallos como una muerte regresiva comenzando desde los apices hacia abajo, en flores
se muestra como un atizonamiento y en los frutos los efectos se presentan tras la

cosecha ocasionado un ablandamiento y pudricion (Gordd, 2011).

Agalla de corona (Agrobacterium tumefaciens Smith y Town): se presentan como
agallas en la base del tallo y raices principales. Las agallas jovenes son blandas y de
color claro, pero con el tiempo se van tornado rugosas, lefiosas y con una coloracion
marrén oscuro. Las plantas afectadas pueden mostrar un bajo rendimiento y
crecimiento reducido. Todas las variedades de arandanos son susceptibles a esta
enfermedad, para evitar su presencia es necesario analizar el suelo y comprobar que se
encuentre libre de A. tumefaciens y obtener plantas de viveros certificados (Gordo,
2011).
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1.4.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.4.1. Hipotesis

Mediante el establecimiento de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. (Var.
Emerald) y el andlisis de factores asociados al ecosistema in vitro en la fase de

establecimiento se podria desarrollar un banco de plantas in vitro juveniles.

1.4.2. Objetivos

Objetivos generales

Establecer segmentos nodales de ardndano de plantas desarrolladas ex vitro de la
variedad Emerald mediante el analisis de factores del ecosistema in vitro para
establecer un banco de plantas donantes que permita disponer de material vegetal

juvenil.

Obijetivos especificos

1. Determinar el medio de cultivo que permita un mejor establecimiento in vitro
de segmentos nodales de arandano (Var. Emerald).

2. Evaluar la influencia de la concentracion de agar y sacarosa en el
establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

3. Evaluar la influencia de agentes de desinfeccién e iluminacién en el
establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

4. Determinar el tipo y las concentraciones de auxinas y citoguininas que

favorezcan el establecimiento in vitro de segmentos nodales.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del experimento

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la facultad
de ciencias agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el cantdn

Cevallos, localizada en la Provincia de Tungurahua.

2.2. Caracteristicas del lugar

Para la obtencion del establecimiento in vitro y un banco de plantas donantes de
arandano Var. Emerald se utilizard el laboratorio de biotecnologia, ubicado en la
facultad de ciencias agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el sector
el Tambo, perteneciente al Canton Cevallos, provincia de Tungurahua. Se encuentra
localizada a 2850 msnm, las coordenadas geogréaficas son: 01° 24 27” de latitud Sur y
78° 35 00” de longitud al Oeste, ubicado a 19,31 km, al Sureste de Ambato.

2.3. Equiposy Materiales

2.3.1. Material experimental

El material experimental est4 constituido por plantas de arandano (V. corymbosum)

Var. Emerald.
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2.3.2. Equipos

2.3.2.1. Establecer segmentos nodales de arandano Var. Emerald en

condiciones controladas de laboratorio in vitro.

e Autoclave (MIDMARK).

e Balanza analitica (OHAUS — Pioneer™).

e Cabina de flujo laminar (PURIFIER™ - MAGELLAN).
e Microondas (PANASONYC).

e Refrigeradora (Indurama).

e pH metro (BANTE 900).

e Destilador de agua (DIRECT — Q / MILLOPONE).

2.3.3. Materiales

2.3.3.1. Establecer segmentos nodales de ardndano Var. Emerald en

condiciones controladas de laboratorio in vitro.

e Plantas de ardndano variedad Emerald.

e Sustrato TS4 (Fibra de coco).

e Vasos plasticos de 12 oz.

e Bandejas (4 L).

e Medios de cultivo MS (PhytoTech) y WPM (PhytoTech).
e Frascos de vidrio (250 ml).

e Tijeras metélicas (acero inoxidable Bochem).

e Adhesivos (Etiquetas adhesivas).

e Cinta adhesiva (ABRO).

e Cucharillas metalicas.
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Vaso de precipitacion (500 ml y 100 ml).
Bisturi (N°4 — MULTICIENCIAS).

Cintas pH (eisco).

Agar (en polvo para cultivo de tejidos vegetales - Agar Powder for tissue culture
SRL).

Pinzas metalicas (Stainles 200 ml).

Alcohol (70 % y 90 %).

Hipoclorito de sodio NaClO (5 %).

Mechero de alcohol.

Papel nuevo reciclado.

Fundas pléasticas.

Recipientes para esterilizacion de plasticos.
Estantes metalicos y de vidrio.

Papel aluminio.

Cajas Petri (vidrio y plasticas 100 mm x 15 mm).
Probetas (100 ml, 50 ml, 10 ml).

Erlenmeyer (1000 ml, 500 ml, 100 ml).
Detergente solido y liquido (Deja, Bacterion).
Agua desionizada.

Marcadores permanentes (Pelikan).

Toallas de papel (Familia).

Jarras volumétricas (1000 ml / Pica).

Pipetas plasticas pequefias (1ml).

Rociador plastico (120, 250, 1000 ml).
Gorros quirurgicos (cofia).

Bata quirdrgica.

Mascarillas.

Sacarosa (Azucar blanca Valdez).

2-iP (N-isopentil adenina) (Caisson labs).
TDZ (Thidiazuron) (Caisson labs).

AlA (Acido Indol Acético) (LOBA CHEMIE).
IBA (Acido indol -3- butirico) (SIGMA).
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e ANA (Acido 1- naftalenacético) (SIGMA).

e Tween 20.

e Povidyn (Povidyn).

e Acido citrico.

e Hidroxido de sodio (LOBA CHEMIE PVT. LTDA).

2.4. Factores de estudio

2.4.1. Objetivo N° 1. Determinar el medio de cultivo que permita un mejor

establecimiento de segmentos nodales de arandano (Var. Emerald).

e Factor N° 1. Influencia del medio de cultivo MS en el establecimiento in vitro
de arandano azul (Var. Emerald).
e Factor N° 2. Influencia del medio de cultivo WPM en el establecimiento in

vitro de arandano azul (Var. Emerald).

2.4.2. Objetivo N° 2. Evaluar la influencia de la concentracion de agar y sacarosa en

el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

e Factor N° 1. Influencia de la concentracion de agar en el desarrollo in vitro de
segmentos nodales de arandano.
e Factor N° 2. Influencia de la concentracion de sacarosa para el desarrollo in

vitro de segmentos nodales de arandano.
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2.4.3. Objetivo N° 3. Evaluar la influencia de agentes de desinfeccion e iluminacion

en el establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

Factor N° 1. Influencia de agentes de desinfeccion (hipoclorito de sodio,
Povidyn y Tween 20) y su concentracion en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de arandano.
Factor N° 2. Influencia de las diferentes condiciones de iluminacién en el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.

2.4.4. Objetivo N° 4. Determinar el tipo y las concentraciones de auxinas y

citoquininas que favorezcan el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

Factor N° 1. Influencia de tipo de auxina y su concentracién en el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.
Factor N° 2. Influencia del tipo de citoquininas y su concentracion en el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.

2.5. Disefo experimental

Se utilizo para cada ensayo un disefio completamente aleatorizado con 4 repeticiones.
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2.6. Manejo del experimento

2.6.1. Objetivo 1. Determinar el medio de cultivo que permita un mejor

establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano (Var. Emerald).

Para la preparacion del medio de cultivo y los segmentos nodales como explante se

procedié como se representa en la siguiente figura.

| Preparacion de medio de cultivo ‘ Preparacion de los segmentos nodales

Preparar dias antes

Colqcar - CRPR de la siembra in vitro
destilada estéril en las plantas donantes
matraces con hormonas Yy
Erlenmeyer.

fungicidas
bactericidas.

- —

4 ¢

Pesar el medio Seleccionar las
nutritivo 2,41 g/L de ramificaciones con
WPM (Woody Plant presencia de yemas
Medium) y 4,43 g/L factibles para su uso
de MS (Murashige y (color, tamario,
Skoog). viabilidad).

4 ¢

Eliminar las hojas
cuidadosamente
desde el peciolo sin
dafar las yemas.

Disolver los medios
nutritivos pesados en
los recipientes.

Cortar los explantes a
Pesar y disolver 30 medida que
g/L de sacarosa en contengan una yema
los matraces deentre La2cmy
Erlenmeyer. colocarlos en
recipientes de vidrio.
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Ajustar el pH de los
distintos medios de 5
ab,b.

4

Colocar 10 g/L de
Agar en los medios y
aforar a la cantidad
deseada y agitar.

4

Disolver y calentar
los medios en el
microondas para que
todo se integre de
mejor manera por 10
minutos.

4

Dispensar 20 ml de
medio por frasco,
colocar las tapas
semi cerradas, cubrir
con aluminio 'y
ajustar con ligas.

4

Autoclavar los
frascos dispensados
por un periodo de 40
minutos a  una
temperatura 110°C.

Emplear un
protocolo de
desinfeccion de tres
procesos.

4

Desinfectar con
Tween 20, Povidyn e
Hipoclorito de sodio
en distintas
concentraciones.

4

En cada proceso de
desinfeccion

enjuagar tres veces
con agua destilada

estéril.

Obtener un testigo
empleando solo agua
destilada estéril.

4

Tras culminar el
protocolo de
desinfeccion

enjuagar y colocar
los explantes en
recipientes de vidrio I
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veriey

o gg%ﬁﬁf

cerrarlos y colocarlos a camara de flujo
en camara de flujo laminar previamente
laminar previamente desinfectada y
desinfectada. reservar hasta
utilizarlos.

Manejo de ensayo en camara de flujo laminar

\ 4

Preparar los materiales que no se pueden

Esterilizar los materiales en la autoclave por 40
minutos a una temperatura de 110°C, (pinzas,
mangos de bisturi, toallitas de papel, cajas Petri
con papel reciclado en circulos, y papel en

cuadros).
¥

esterilizar  desinfectdndolos con alcohol
(mecheros de alcohol, film pléastico, ligas,
cuchillas de bisturi, chisguetes con alcohol,
encendedor).

d

Destapar individualmente los frascos con
medio de cultivo, flamear la pinza en el
mechero y sembrar el explante con yemas
viables en el medio, cubrir con film y ajustar
con ligas, tapar el frasco con explantes tras
cada siembra.

¥

Llevar los frascos sembrados al area de
incubacién y aclimatacion con una temperatura
de 24 °C y luces fluorescentes para permitir el
desarrollo de la yema en los frascos.

Figura 1. Diagramas de actividades realizados para preparacion de medios de cultivo,

preparacion de los segmentos nodales de V. corymbosum L. Var. Emerald y manejo de

ensayo bajo condiciones de camara de flujo lamina.
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2.6.2. Objetivo 2. Evaluar la influencia de la concentracion de agar y sacarosa

en el establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

Preparacién de medio de cultivo para
determinar la

influencia de la

Colocar agua
destilada estéril en
tres matraces

Erlenmeyer mas un
testigo.

4

Pesar el medio
nutritivo

seleccionado 2,41
g/L de WPM
(Woody Plant
Medium) y disolver.

4

Pesar y disolver 30
g/L de sacarosa en
los matraces
Erlenmeyer.

4

Estabilizar el pH de 5
a 5.5, pesar tres
concentraciones de
Agar (8,10y 12 g/L)
y disolver en los
matraces.

Preparacion de
mediante la

concentracion de sacarosa

medio de cultivo

influencia

 ~

Colocar agua
destilada estéril en
tres matraces

Erlenmeyer mas un

testigo.

Pesar el medio
nutritivo
seleccionado 2,41
g/L de WPM
(Woody Plant
Medium) y disolver.

3

Pesar y disolver tres
concentraciones  de
sacarosa (25, 30 y 35
g/L) en los matraces
Erlenmeyer.

Ajustar el pH de 5 a
5.5, pesar el Agar a
una concentracion de
10 g/L y disolver en
los matraces.
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Calentar por 10
minutos en el
microondas
verificando que todo
se disuelva
uniformemente.

Calentar por 10
minutos en el
microondas
verificando que todo
se disuelva
uniformemente.

' i‘ﬁ 5 ﬁ'?f‘@

o QQWW

Figura 2. Diagrama de actividades realizado para la preparacion de los medios de

cultivo con diferentes concentraciones Agar y de sacarosa para el establecimiento in

4

Dispensar 20 ml de
medio por frascos,
colocar las tapas
semi cerradas, cubrir
con aluminio vy
ajustar con ligas.

Dispensar 20 ml de
medio por frasco,
colocar las tapas
semi cerradas, cubrir

con aluminio vy
ajustar con ligas.

4

Autoclavar los
frascos dispensados
por 40 minutos a una
temperatura 110°C.

Autoclavar los
frascos dispensados

por 40 minutos a una
temperatura 110°C.

U

Retirar los frascos
autoclavados, cerrar
la tapa y llevar a
reposar en camara de
flujo laminar hasta el
proceso de siembra.

4

Retirar los frascos
autoclavados, cerrar
la tapa y llevar a
reposar en cdmara de
flujo laminar hasta el
proceso de siembra.

vitro de segmentos nodales de V. corymbosum L. Var. Emerald.
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2.6.3. Objetivo 3. Evaluar la influencia de agentes de desinfeccion e
iluminacion en el establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

Influencia de la iluminacién en el

Aplicacion de protocolo de desinfeccion establecimiento in vitro de explantes

vegetales

Recolectar material Recolectar material

vegetal, eliminar las vegetal, prepararlo y

hojas  desde su desinfectarlo

peciolo dejando solo mediante un

las yemas. protocolo
establecido.

4 4

Cortar el material Sembrar en cémara
vegetal a un tamafio de flujo laminar en
de entre 1 a 2 cm de medios de cultivo
largo verificando que previamente
cada explante tenga preparados.
una yema viable.

4 4

Preparar  distintas Llevar los frascos
concentraciones de introducidos con
Hipoclorito de sodio, explantes vegetales
Povidyn y Tween 20 al area de desarrollo

en 100 ml de agua y aclimatacion.
destilada estéril.

4 4

Sumergir los Preparar un area con
explantes por oscuridad total, luz
periodos de tiempo constante y otra con
de 1, 3 y 5 minutos y un fotoperiodo de 12
llevar los a camara de horas luz y 12 de
flujo laminar. oscuridad.

38



Sembrar los explantes
en medios de cultivo y
observar su desarrollo
tomando datos cada 7
dias por 4 semanas.

Observar su
desarrollo y tomar
datos cada 7 dias por
4 semanas.

Figura 3. Diagrama de actividades desarrollados para realizar la desinfeccion de los
explantes y determinar la influencia de diferentes condiciones de iluminacién sobre el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum L. Var. Emerald.
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2.6.4. Objetivo 4. Determinar el tipo y las concentraciones de auxinas y
citoquininas que favorezcan el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

Aplicacion de auxinas en medio de

cultivo

Aplicacion de citoquininas en medio de

T cultivo

Colocar agua
destilada estéril en
matraces
Erlenmeyer.

distintas
concentraciones

y ANA.

Pesar y disolver tres

auxinas de AlA, AIB

Pesar el medio
nutritivo

seleccionado 2,41
g/L de WPM
(Woody Plant

Medium) y disolver.

Pesar y disolver tres
distintas

concentraciones de
citoquininas de 2iP y
TDZ.

de

Ajustar el pH de 5 a
5.5, pesar 10 g/L de
Agar, 30 g/L de

sacarosa y disolver
en los matraces.

10
el

Calentar
minutos
microondas
verificando que todo
se disuelva
uniformemente.

por
en
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Dispensar 20 ml de
medio por frasco,
colocar tapas semi
cerradas, cubrir con
papel aluminio vy
ajustar con ligas.

Autoclavar los
frascos dispensados
por 40 minutos a una
temperatura 110°C.

Retirar los frascos de
la autoclave cerrar
completamente  la
tapa y llevar a
reposar en camara de
flujo laminar.

Figura 4. Diagrama de actividades realizado para determinar el efecto de diferentes
auxinas (ANA, AIA, AIB) y citoquininas (2Ip, TDZ) en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de V. crymbosum L. Var. Emerald.
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2.7. VARIABLES RESPUESTA

Caracterizacion de establecimiento in vitro

e Porcentaje de contaminacion in vitro.
e Porcentaje de establecimiento in vitro.
e Longitud del brote por explante.

e Numero de brotes por explante.

e NuUmero de yemas por brote.

e Numero de hojas por brote.

2.8. Procesamiento de la informacion

Los datos registrados fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS version
26.0. Se evaluaron los criterios de distribucion normal mediante la prueba de
Kolmogorov Smirnov y para determinar la homogeneidad de varianza se utilizé la
prueba de Levene. Para aquellas variables cuyos datos cumplieron con ambos
requerimientos se realizé un ANOVA de clasificacion simple. Para separar las medias
se utiliz6 la prueba de Tukey. Para los datos que no tuvieron distribucion normal ni
homogeneidad de varianza se utilizd la prueba de Kruskal Wallis completada con la

prueba U de Mann Whitney. Para un nivel de significacion de un 5 %.
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CAPITULO 111

RESUTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinar el medio de cultivo que permita un mejor establecimiento in

vitro de segmentos nodales de arandano Var. Emerald.

3.1.1. Influencia de la composicion de los medios nutritivos MS y WPM en el

establecimiento in vitro de arandano azul VVar. Emerald.

Alos 7, 14, 21 y 28 dias de la de la influencia de los medios nutritivos sobre el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum L. Var. Emerald se
observd que no mostraron diferencias estadisticas significativas al evaluar el
porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento, la longitud del brote, el
numero de hojas por planta, el nimero de yemas por planta y el nimero de brotes por
explante. Por el contario en los pardmetros de medicidn que corresponden a la longitud
del brote, el nimero de hojas por planta y el nimero de yemas por planta se observo
un mejor resultado en el medio correspondiente a WPM entre los medios MS y WPM
(Tabla 3).

Segun Cayo y Peralta (2021) afirmaron que al analizar las variables altura del brote,
numero de hojas por explante, numero de brotes formados por explantes y porcentaje
de contaminacidn, presentaron mejores resultados los explantes sembrados en el medio
WPM, siendo la altura del brote la variacion mas notable en comparacion con el medio
MS, también manifestaron que la combinacion con reguladores de crecimiento influyo

en los resultados segun las concentraciones empleada de estas.
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Por otra parte, Tetsumura et al. (2008) refirieron que, para el caso de contaminacion,
establecimiento y brotacion in vitro el medio WPM mostrd mejores resultados con un
100% de eficacia a comparacion de MW (mezcla homogénea de WPM y MS) con un
92% y MS que mostro una eficacia de 70% aunque la supervivencia de los explantes
fue mayor en MW, y para el caso de longitud del brote se observo mejores resultados
en MW y WPM superando al medio MS. Todos los medios preparados contenian 20
uM de 6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purina (zeatina), agar al 0,8% (p/v), 2%
(p/v) de sacarosa y 0,2% de mezcla de Plant Preservative Mixture (ppm,
biocida/fungicida de amplio espectro para el cultivo de tejidos vegetales) ajustado a
un pH de 4,8 coincidiendo con los resultados obtenidos en esta investigacion en tanto

a la eficiencia del medio empleado.

Elaborado por: José Guaman

Figura 5. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro en
dos medios de cultivo [MS (Murashige & Skoog) (A) y WPM (Woody Plant Medium)
(B)] a los 7 dias.

Elaborado por: José Guaman

Figura 6. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro en
dos medios de cultivo [MS (Murashige & Skoog) (A) y WPM (Woody Plant Medium)
(B)] a los 28 dias.
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Tabla 3. Efecto del tipo de medio de cultivo en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
. contaminacién establecimiento (cm)
Tratamientos
g Rango g Rango g Rango
X - X . X .
promedio promedio promedio
MedioMS 0 6,50 0 6,50 2 517
MedioWPM 0 6,50 0 6,50 2,33 7,83
NUmero de NUmero de yemas Nuamero de brotes por
. hojas por planta por planta explante
Tratamientos
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Medio MS 5 5,92 5 5,92 1 6,50
Medio WPM 5,50 7,08 5,50 7,08 1 6,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren

segun la prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.

3.2.  Evaluar la influencia de la concentracion de agar y sacarosa en el

establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

3.2.1. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion a los 7 dias de la influencia de la concentracion de agar sobre el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum Var. Emerald se
observo que no mostro diferencias estadisticas significativas al evaluar el porcentaje
de contaminacion, porcentaje de establecimiento, la longitud de brote, el nimero de
hojas por planta, el nimero de yemas por planta y el nimero de brotes por explante

entre los tratamientos disefiados (Tabla 4).
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Elaborado por: José Guaman

Figura 7. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro con
tres concentraciones de agar [8 g/L™ (A), 10 /Lt (B) y 12 g/L (C)] a los 7 dias.

Tabla 4. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
Tratamientos contaminacion establecimiento (cm)
X Rango X Rango e Rango
promedio promedio promedio
Agar 8 g.L*! 0 13,50 0 13,50 1 14,50
Agar 10 g.L? 0 13,50 0 13,50 1 14,50
Agar 12 g.L? 0 13,50 0 13,50 1 14,50
Sin Agar 0,20 16,30 0,20 16,30 1 14,50
Numero de Numero de Numero de brotes
Tratamientos hojas por planta  yemas por planta por explante
X Rango X Rango i Rango
promedio promedio promedio
Agar 8 g.L" 0 14,50 0 14,50 1 14,50
Agar 10 g.L! 0 14,50 0 14,50 1 14,50
Agar 12 g.L! 0 14,50 0 14,50 1 14,50
Sin Agar 0 14,50 0 14,50 1 14,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.
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Sin embargo, en la evaluacion correspondiente a los 14 dias se determiné que entre los
tratamientos que contenian 8, 10 y 12 g de agar por litro si mostraron diferencias
estadisticas significativas en la longitud del brote, al afiadir 10 g de agar por litro se
alcanz6 una mayor longitud de los brotes con relacion al control sin agar y los

tratamientos que contenian 8 y 12 g de Agar por litro.

Para en numero de hojas y yemas por planta el uso de agar en las tres concentraciones
permitié el desarrollo de mayor nimero de hojas y yemas por planta con relacion al

tratamiento control sin agar.

Asimismo, con el porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento y
numero de brotes por explante no influyd la concentracion de agar entre los

tratamientos disefiados (Tabla 5).

Elaborado por: José Guaman

Figura 8. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro con
tres concentraciones de agar [8 g/Lt (A), 10 g/L (B) y 12 g/L (C)] a los 14 dias.
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Tabla 5. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de

Porcentaje de

Longitud del brote

. contaminacién establecimiento (cm)
Tratamientos
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Agar8gL! 0 13,50 0 13,50 1,17 13,83 b
Agar10g.L™ 0 13,50 0 13,50 1,67 20,83 a
Agar12g.L* 0 13,50 0 13,50 1,17 13,83 b
Sin Agar 0,20 16,30 0,20 16,30 1 11,50 b
Numero de hojas NUumero de Numero de brotes
Tratamientos por planta yemas por planta por explante
7 Rango e Rango e Rango
promedio promedio promedio
Agar8g.L* 267  1650a 267  1650a 1 14,50
Agar10g.Lt 3 17,83 a 3 17,83 a 1 14,50
Agar 12 g.L? 3,33 19,17 a 3,33 19,17 a 1 14,50
Sin Agar 0 8,50 b 0 8,50 b 1 14,50

Elaborado por: Jose Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren

segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

En la evaluacién correspondiente a los 21 dias se determind que la mayor longitud de

los brotes, nimero de hojas por planta y nimero de yemas por planta se alcanzé al

utilizar agar 10 gramos por litro como agente gelificante en comparacion con el control

sin agar.

Sin embargo, no mostraron diferencias estadisticas significativas entre las diferentes

concentraciones de agar utilizadas en relacién con el porcentaje de contaminacién,

porcentaje de establecimiento y nimero de brotes por explante entre los tratamientos
disefiados (Tabla 6).
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Elaborado por: José Guaman

Figura 9. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro con
tres concentraciones de agar [8 g/L (A), 10 g/L™* (B) y 12 g/L™* (C)] a los 21 dias.

Tabla 6. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 21 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
. contaminacion establecimiento (cm)
Tratamientos
< Rango - Rango - Rango
promedio promedio promedio
Agar 8 g.L* 0 13,50 0 13,50 150 12,58 ab
Agar10g.L? 0 13,50 0 13,50 1,83 20,33 a
Agar12g.Lt 0 13,50 0 13,50 1,83 18,92 a
Sin Agar 0,20 16,30 0,20 16,30 1 9,50 b
Numero de hojas  Numero de yemas  Numero de brotes
Tratamientos por planta por planta por explante
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Agar 8 g.L" 3 14,50 ab 3 14,50 ab 1 14,50
Agar 10g.L? 467 1867ab 467 18,67 ab 1 14,50
Agar 12g.L* 5,67 21,50 a 5,67 21,50 a 1 14,50
Sin Agar 0,40 7,80 b 0,40 7,80 b 1 14,50
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Mediante la evaluacidn correspondientes a los 28 dias se determind que entre los
tratamientos que contenian 8, 10 y 12 g de agar por litro si mostraron diferencias
estadisticas en la longitud del brote. Sin embargo, cuando se afiadié 10y 12 g de agar
por litro se alcanzd una mayor longitud del brote con relacion con el tratamiento

control sin agar y el tratamiento con 8 g de agar por litro.

En relacion con el porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento y
nimero de brotes por explante no influyd la concentracion de agar entre los

tratamientos disefiados (Tabla 7).

Tetsumura et al. (2008) en su investigacion para la fase de establecimiento sefialaron
que el empleo de 2 g/L"* de agar mostraron resultados favorables para el desarrollo de
los explantes. Zhao et al. (2011) afirmaron que para la fase de establecimiento
emplearon 8 g/L* de agar bacterioldgico en los distintos medios de cultivo promovié
la regeneracion, proliferacion y elongacion de los brotes conjuntamente las
fitohormonas y complementos empleados en la preparacion del medio, aseverando que
las cantidades de agar a utilizar dependera de su procedencia y la variedad de material
vegetal a utilizar, para este caso la concentracion de agar difirio en los resultados de
esta investigaciéon con los autores antes mencionados dado que por la cantidad de
medio nutritivo por frasco colocado (20 ml/frasco) la estabilidad del explante se vio
afectada y no se mantuvieron firmes ante su peso depositandose de manera horizontal
en el medio, por lo que se utilizé 10 g/L™! para mantener la estabilidad en los explantes
y observar mejores resultados en la medicién de los parametros analizados como:
porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento, longitud del brote,
numero de hojas por planta, nimero de yemas por planta y nimero de brotes por

explante.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 10. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald en desarrollo in vitro
con tres concentraciones de agar [8 g/L™* (A), 10 /L™ (B) y 12 g/L"* (C)] a los 28 dias.

Tabla 7. Influencia de la concentracion de agar en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de

Porcentaje de

Longitud del brote

. contaminacion establecimiento (cm)
Tratamientos
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Agar8g.L? 0 13,50 0 13,50 1,50 11,67 b
Agar10g.L* 0 13,50 0 13,50 2,50 21,00 a
Agar12g.Lt 0 13,50 0 13,50 2,17 20,83 a
Sin Agar 0,2 16,30 0,2 16,30 1 8,50 b
Numero de hojas  NUmero de yemas ':E;?:Sr;:f
Tratamientos por planta por planta explante
X Rango_ X Rango_ X Rango_
promedio promedio promedio
Agar8g.L® 350 1342ab 350  1342ab 1 14,50
Agar 10g.L* 6,17  1958a  6.17 19,58 a 1 14,50
Agar12g.L? 6 20,33 a 6 20,33 a 1 14,50
Sin Agar 1,30 8,60 b 1,30 8,60 b 1 14,50

Elaborado por: José Guaman
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

3.2.2. Influencia de la concentracion de sacarosa en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion a los 7 dias de la influencia de la concentracion de sacarosa sobre el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum Var. Emerald se
observo que no mostro diferencias estadisticas significativas al evaluar el porcentaje
de contaminacion, porcentaje de establecimiento, la longitud de brote, el nimero de
hojas por planta, el nimero de yemas por planta y el nimero de brotes por explante
entre los tratamientos disefiados (Tabla 8).

Elaborado por: José Guaman

Figura 11. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro al
utilizar concentraciones de sacarosa [25 g/L™* (A), 30 g/L™* (B) y 35 g/L™* (C)] a los 7
dias.
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Tabla 8. Influencia de las concentraciones de sacarosa en establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de

Porcentaje de

Longitud del brote

. contaminacion establecimiento (cm)
Tratamientos
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Sacarosa25g.LT 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sacarosa30g.L? 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sacarosa35g.L? 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sin Sacarosa 0 12,50 0 12,50 1 12,50
NUmero de Nuamero de Nuamero de
hojas por yemas por brotes por
Tratamientos planta planta explante
e Rango_ e Rango. e Rango_
promedio promedio promedio
Sacarosa25g.L* 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sacarosa30g.L? 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sacarosa35g.L? 0 12,50 0 12,50 1 12,50
Sin Sacarosa 0 12,50 0 12,50 1 12,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren

segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

No existieron diferencias estadisticas significativas a los 14 dias entre los tratamientos

que contenian 25, 30 y 35 g/L"! de sacarosa. Sin embargo, cuando se afiadié 25 y 30

g/Lt se increment6 el nimero de hojas por planta y el nimero de yemas por planta en

relacion con el tratamiento control sin sacarosa.

En relacion con el porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento,

longitud del brote y el nimero de brotes por explante no influyé la concentracion de

sacarosa (Tabla 9).
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Figura 12. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro al
utilizar tres concentraciones de sacarosa [25 g/L™* (A), 30 g/L™t (B) y 35 g/Lt (C)] a
los 14 dias

Tabla 9. Influencia de las concentraciones de sacarosa en establecimiento in vitro de
segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
contaminacién establecimiento (cm)
Tratamientos < Rango < Rango < Rango
X . X . X .
promedio promedio promedio
Sacarosa25g.L* 0 14,50 0 14,50 1 12,50
Sacarosa30g.L? 0 14,50 0 14,50 1,33 17,17
Sacarosa35g.L? 0 14,50 0 14,50 1,33 17,17
Sin Sacarosa 0 14,50 0 14,50 1 12,50
NUmero de Namero de Numero de brotes
. yemas por
hojas por planta lant por explante
Tratamientos planta

e Rango e Rango e Rango

promedio promedio promedio
Sacarosa25g.L? 3 17,58 a 3 17,58 a 1 14,50
Sacarosa 30 g.L 2,67 18,50 a 2,67 1850a 1 14,50
Sacarosa35g.L? 250 16,08ab 250 16,08 ab 1 14,50

Sin Sacarosa 0,50 9,30 b 0,50 9,30 b 1 14,50

Elaborado por: José Guaman
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Tras la evaluacion correspondiente a los 21 dias se determind que no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de sacarosa
en los medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de
establecimiento, longitud del brote, nimero de hojas de hojas por planta, nimero de
yemas por planta y el nimero de brotes por explante entre los tratamientos disefiados
(Tabla 10).
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Elaborado por: José Guaman

Figura 13. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro al
utilizar tres concentraciones de sacarosa [25 g/L* (A), 30 g/Lt (B) y 35 g/L (C)] a
los 14 dias.
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Tabla 10. Influencia de las concentraciones de sacarosa en establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 21 dias.

Porcentaje de

Porcentaje de

Longitud del brote

. contaminacion establecimiento (cm)
Tratamientos
g Rango g Rango g Rango
. X . X .
promedio promedio promedio
sacarosazs gl o gy 0 0 1450 167 17,00
Sacarosa30gl” o 4,4 0 1450 15 1500
sacarosa3sgl’ o 4449 0 1450 2 16,17
Sin Sacarosa 0,17 15,40 0 14,50 4,33 11,70
NUmero de , NUmero de
i Numero de
hojas por emas por planta brotes por
Tratamientos planta Y porp explante
X Rango_ X Rango_ X Rango_
promedio promedio promedio
Sacaros? 259.L 5 17,00 5 17,00 1 14,50
Sacarosa300.L 533 1805 533 1825 1 14,50
sacarosa3s gl 400 4 14,00 1 14,50
Sin Sacarosa 4,33 11,05 4,33 11,05 1 14,50

Elaborado por: Jose Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren

segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

En relacion con la evaluacién correspondiente a los 28 dias se determind que la adicién

de sacarosa no influyd en el porcentaje de contaminacidn, porcentaje de

establecimiento ni en el nimero de brotes por explante. Sin embargo, cuando se afiadié

sacarosa al medio de cultivo en concentraciones de 25y 30 g/L™* se alcanzd mayor

longitud del brote, nimero de hojas por planta y mayor nimero de yemas por planta

en los tratamientos disefiados (Tabla 11).
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Segun Rodriguez y Morales (2015) sefialaron que en la fase de establecimiento in
vitro para lograr mejores resultados en las técnicas de cultivo es necesario proveer al
material vegetal con suficiente cantidad de nutrientes esenciales incluyendo la sacarosa
como fuentes de energia bajo condiciones heterotroficas donde emplearon el medio
WPM suplementado con 30 g/L* de sacarosa, 4 mg/L™? (2iP) y 7 /L™ agar ajustando
a un pH de 5,2 obteniendo como resultado una considerable brotacion in vitro de

arandano, coincidiendo con la cantidad de sacarosa empleada en esta investigacion.

Elaborado por: José Guaman
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Figura 14. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
mediante el uso de tres concentraciones de sacarosa [25 g/L! (A), 30 g/L (B) y 35
g/Lt (C)] a los 28 dias.

Tabla 11. Influencia de las concentraciones de sacarosa en establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
. contaminacién establecimiento (cm)
Tratamientos
X Rango e Rango e Rango
promedio promedio promedio
Sacarosazs gl 14,00 0 1450 233 1717a
sacarosa30g.L o 1400 0 1450 283  19,00a
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sacarosa3sgl g 14,00 0 1450 233  1450ab
Sin Sacarosa 0,17 15,40 0 14,50 1,67 10,20 b
NUmero de NUmero de Ntmero de
hojas por planta emas por planta brotes por
Tratamientos Jas por p y porp explante
X Rango_ X Rango_ X Rango_
promedio promedio promedio
sacaresazs gl gg7 1740, 667 17424 1 14,50
sacarosa309.L" 750 1995, 750 19252 1 14,50
Sacarosa3Sgl’ 657 jgosan 657 1625ab 1 14,50
Sin Sacarosa 4,83 8,85Db 4,83 8,85 1 14,50

Elaborado por: José Guaman
Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

3.3. Evaluar la influencia de agentes de desinfeccion e iluminacién en el

establecimiento in vitro de los segmentos nodales.

3.3.1. Influencia de agentes de desinfeccion (Hipoclorito de sodio, Povidyn y
Tween 20) y su concentracion en el establecimiento in vitro de segmentos nodales

de arandano.

Influencia del agente de desinfeccion Tween 20 y su concentracion en el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion realizada a los 7 dias de la influencia del agente de desinfeccion
Tween 20 sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum

Var. Emerald se observo que el uso de Tween 20 no influy6 sobre el porcentaje de
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contaminacion ni sobre el nimero de brotes por explante. Sin embargo, el porcentaje

de establecimiento in vitro se incremento al no utilizar Tween 20 (Tabla 12).

Elaborado por: José Guaman

Figura 15. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro

utilizando tres concentraciones de desinfeccion de Tween20 [1 gota/100ml (A), 2

gotas/100ml (B) y 3 gotas/100ml (C)] a los 7 dias.

Tabla 12. Influencia del agente de desinfeccion Tween 20 en el establecimiento in

vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los a los 7

dias.

Porcentaje de
contaminacion

Porcentaje de
establecimiento

NuUmero de brotes
por explante

Tratamientos % Rango v Rango vV Rango
promedio promedio promedio
1 gota de Tween
20en 100 mL de 0,33 30,50 020 2950b 1 30,00
agua
2 gota de Tween
20en 100 mL de 0,20 30,50 0,27 2550b 1 32,00

agua
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3 gota de Tween

20en 100 mL de 0,33 30,50 0,20 2950 b 1 30,00
agua

Sin Tween 20 0,60 30,50 0,20 3750 a 1 30,00
| ' ' ~ Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Sin embargo, en la evaluacion realizada a los 14 dias se observd que no mostro
diferencias estadisticas significativas al evaluar el nimero de brotes por explante. Por
otra parte, en los tratamientos que contenian 1, 2 y 3 gotas de Tween 20 se observo un
menor indice de contaminacion y menor indice de perdida de material vegetal en el
porcentaje de establecimiento entre los medios de cultivo que contenian 2 gotas de
Tween 20 (Tabla 13).

Segun Leodn (2017) los explantes vegetales a los cuales se les realizd un protocolo de
desinfeccion mediante el uso de agua jabonosa, H20> al 20%, alcohol al 70% por 1
minuto, hipoclorito de sodio al 20% por 15 minutos agregando 2 gotas de tween 20
enjuagando 5 veces con agua esterilizada al finalizar redujeron en gran medida la
presencia de contaminacion en los medios in vitro, ademas Arista et al. (2019)
manifestaron que al emplear un protocolo para desinfeccion incluyendo una gota de
tween 20 agitando por 10 minutos y realizando 3 enjuagues con agua desionizada

estéril se redijo considerablemente la presencia de contaminantes.

Ademas Rache y Pacheco (2010) emplearon adicionalmente a la desinfeccion la
concentracion de Tween 20 (0,1 v/v) rediciendo asi el indice de contaminacion al tener
propiedades fungicidas, esporicidas y bactericidas, igualmente Brenes et al. (2015)
mencionan que para una menor contaminacion en los procesos de siembra in vitro
emplearon procesos similares a los autores antes mencionados, asi mismo en esta

investigacion se adiciond 1 gota de tween 20 como parte del protocolo de desinfeccién
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puesto que reduce la tension superficial ayudando a una mejor limpieza y reducir la

presencia de hongos y bacterias en los cultivos in vitro.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 16. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
mediante el uso de tres concentraciones de desinfeccion de Tween20 [1 gota/100ml
(A), 2 gotas/100ml (B) y 3 gotas/100ml (C)] a los 14 dias.

Tabla 13. Influencia del agente de desinfeccion Tween 20 en el establecimiento in

vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los a los 14

dias.
Porcentaje de Porcentaje de Numero de brotes
. contaminacion establecimiento por explante
Tratamientos
g Rango g Rango g Rango
promedio promedio promedio
1 gota de Tween
20en 100 mL de 0,40 3050b 0,47 34,00 a 1 30,50
agua
2 gota de Tween
20en 100 mL de 0,13 2250¢c 0,20 26,00 b 1 30,50
agua
3 gota de Tween
20en 100 mL de 0,40 30,50b 0,47 34,00 a 1 30,50
agua
Sin Tween 20 0,80 38,50a 0,40 28,00 b 1 30,50

Elaborado por: José Guaman
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Influencia del agente de desinfeccion Povidyn y su concentracion en el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion realizada a los 7 dias de la influencia del agente de desinfeccion con
Povidyn sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum
Var. Emerald no mostré diferencias estadisticas significativas entre las
concentraciones de Povidyn para el porcentaje de establecimiento y el nimero de
brotes por explante. Por el contrario, los tratamientos que presentaban 0,5-1y 1,5 %
de Povidyn se observo un menor porcentaje de contaminacion con la concentracion de
1,5 % de Povidyn (Tabla 14).

Elaborado por: José Guaméan

Figura 17. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres concentraciones de Povidyn [0,5 % v/iv (A), 1 % v/v (B) y 1,5 % v/v (C)] a

los 7 dias.
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Tabla 14. Influencia del agente de desinfeccion Povidyn en el establecimiento in vitro

de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Numero de brotes

: contaminacion establecimiento por explante
Tratamientos

< Rango g Rango < Rango

promedio promedio promedio

Povidyn 0,5% 0,30 30,50 ab 0,10 27,50 1 30,50

Povidyn 1% 0,27 28,50 a 0,20 31,50 1 30,50

Povidyn 1,5% 0,13 24,50 a 0,20 31,50 1 30,50

Sin Povidyn 0,60 38,50 b 0,20 31,50 1 30,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney
para p<0,05 con n=6.

En la evaluacion realizada a los 14 dias se observd que no mostrd diferencias
estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de Povidyn en los
medios de cultivo para las variables porcentaje de establecimiento y el numero de
brotes por explante. Por el contrario, los tratamientos que presentaban 0,5-1y 1,5 %
de Povidyn se observé una menor incidencia de contaminacion comprendido al medio

de cultivo que contenia una concentracion de 1,5 % de Povidyn (Tabla 15).

En el trabajo realizado por Indacochea et al. (2017) mencionaron que el uso de
Povidyn se emplea en la limpieza de segmentos nodales de especies arbustivas y
lefiosas para retirar y descartar los desechos de contaminantes empleando una
concentracion del 1 %. Considerando que Povidyn es un microbicida y antiséptico de
amplio espectro con las propiedades del yodo estando unido a la Polividona lograron
alcanzar un 90 % de explantes vivos libres de hongos y bacterias, difiriendo con esta
investigacion ya que se mostraron mejores resultados con una concentracion de 1,5 %

de Povidyn empleado en el protocolo de desinfeccion.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 18. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres concentraciones de Povidyn [0,5 % v/v (A), 1 % v/v (B) y 1,5 % v/v (C)] a
los 14 dias.

Tabla 15. Influencia del agente de desinfeccion Povidyn en el establecimiento in vitro

de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Numero de brotes
. contaminacion establecimiento por explante
Tratamientos
g Rango g Rango - Rango
promedio promedio promedio
Povidyn 0,5% 0,67 30,00 a 0,27 26,00 1 30,50
Povidyn 1% 0,27 28,00a 0,27 32,00 1 30,50
Povidyn 1,5% 0,33 26,00a 0,27 32,00 1 30,50
Sin Povidyn 0,40 38,00 b 0,10 32,00 1 30,50

Elaborado por: José Guaman
Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren

segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney
para p<0,05 con n=6.
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Influencia del agente de desinfeccion hipoclorito de sodio y su concentracion en

el establecimiento in vitro de segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion realizada a los 7 dias de la influencia del agente de desinfeccion
hipoclorito de sodio sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V.
corymbosum Var. Emerald se observd que no mostré diferencias estadisticas
significativas entre las diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio en los
medios de cultivo para el porcentaje de establecimiento y el nimero de brotes por

explante.

Sin embargo, los tratamientos de 1, 3y 5 % de hipoclorito de sodio presenté una menor
incidencia de porcentaje de contaminacion al medio que contenia 3% de hipoclorito

de sodio con respecto al tratamiento control (Tabla 16).

Elaborado por: José Guaman

Figura 19. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres concentraciones de desinfeccion de hipoclorito de sodio [1 % (A), 3% (B) y
5% (C)] a los 7 dias.
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Tabla 16. Influencia del agente de desinfeccién hipoclorito de sodio en el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var.

Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Numero de brotes
. contaminacion establecimiento por explante
Tratamientos
X Rango v Rango v Rango
X . X . X .
promedio promedio promedio
Hipoclorito de
sodio 1% 0,40 31,00 ab 0,40 34,00 1 30,50
Hipoclorito de
sodio 3% 0,13 23,00 b 0,20 28’00 1 30,50
Hipoclorito de
sodio 5% 0140 31,00 ab 0,33 32,00 1 30,50
Sin hipoclorito
de sodio 0,60 37,00 a 0,20 28,00 1 30,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

En la evaluacion realizada a los 14 dias se observé que las concentraciones de
hipoclorito de sodio al 1, 3 y 5% no mostrd diferencias estadisticas significativas en
los medios de cultivo para el porcentaje de establecimiento y el nimero de brotes por
explante. Sin embargo, solo la concentracion de hipoclorito de sodio al 3% redujo
significativamente el porcentaje de contaminacién al compararlo con el control (Tabla
17).

Segun Indacochea et al. (2018) mencionaron que al emplear hipoclorito de sodio al
2,5 % alcanzaron un menor indice de contaminacion en las siembras in vitro. Ademas,
en los estudios realizados por Brenes et al. (2015) sefialaron que se logré un 75 % de
explantes limpio al emplear 1,5 % de hipoclorito de sodio difiriendo con esta
investigacién ya que se registrd un mayor porcentaje de explantes limpios respecto a

cuéndo se usé 3 % de hipoclorito de sodio, aunque se requirié explantes con un tamafio
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de 2 a 3 cm para evitar pérdidas de material vegetal por oxidacion por efecto de la

desinfeccion.

Elaborado por: José Guaman

Figura 20. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro

con tres concentraciones de desinfeccion de hipoclorito de sodio [1 % (A), 3% (B) y
5% (C)] a los 14 dias.

Tabla 17. Influencia del agente de desinfeccion hipoclorito de Sodio en el

establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var.

Emerald a los 14 dias.

Tratamientos

Porcentaje de
contaminacion

Porcentaje de
establecimiento

NUmero de brotes
por explante

X Rango X Rango % Rango
promedio promedio promedio
Hipoclorito de
sodio 196 040  3050ab 047 34,00 1 30,50
Hipoclorito de
sodio 3% 0,13 22,50 b 0,20 26,00 1 30,50
Hipoclorito de
sodio5% 040 3050ab 047 34,00 1 30,50
Sin hipoclorito
de sodio 0,67 38,50 a 0,27 28,00 1 30,50
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

3.3.2. Influencia de la presencia y ausencia de luz en el establecimiento in vitro

de segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion realizada a los 7 dias de la influencia de presencia y ausencia de luz
sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum Var.
Emerald, se observé que no mostré diferencias estadisticas significativas al evaluar el
porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento, la longitud del brote, el
numero de hojas por planta, el nimero de yemas por planta y el nimero de brotes por
explante (Tabla 18).
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"Elaborado por: José Guaman

Figura 21. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres condiciones de iluminacion [Luz permanente (A), Oscuridad total (B) y 12
h/Luz solar + 12 h/Oscuridad (C)] a los 7 dias.
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Tabla 18. Efecto de condiciones de iluminacién en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del
contaminacién establecimiento brote (cm)
Tratamientos % Rango < Rango < Rango
promedio promedio promedio
Luz blanca 9,50 0 9,50 1 9,50
fluorescente
Oscuridad total 0 9,50 0 9,50 1 9,50
12h luz solar +
12h oscuridad 0 9,50 0 9,50 1 9,50
NUmero de NuUmero de NuUmero de
hojas por yemas por brotes por
Tratamientos planta planta explante
< Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Luzblanca 9,50 0 9,50 1 9,50
fluorescente
Oscuridad total 0 9,50 0 9,50 1 9,50
L2hluz solar + 9,50 0 9,50 1 9,50

12h oscuridad

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Tras 14 dias de evaluacion correspondientes a las condiciones de iluminacion se
determind que no mostraron diferencias estadisticas significativas entre las distintas
condiciones de iluminacion para las variables correspondientes al porcentaje de
contaminacion, porcentaje de establecimiento, longitud del brote, nimero de hojas por

planta, nimero de yemas por planta y el nimero de brotes por explante (Tabla 19).
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Elaborado por: José Guaman

Figura 22. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro

con tres condiciones de iluminacion [Luz permanente (A), Oscuridad total (B) y 12

h/Luz solar + 12 h/Oscuridad (C)] a los 14 dias.

Tabla 19. Efecto de condiciones de iluminacién en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del
. contaminacion establecimiento brote (cm)
Tratamientos
< Rango g Rango % Rango
promedio promedio promedio
Luz blanca -, 9,50 0 9,50 1,17 8,50
fluorescente
Oscuridad total 0 9,50 0 9,50 1 7,00
12h luz solar + -, 9,50 0 950 167 13,00

12h oscuridad
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NUmero de

Numero de hojas Numero de brotes por
Tratamientos por planta yemas por planta explante
Rango v Rango v Rango
X i X - X i
promedio promedio promedio
Luzblanca 367 1908 367 10,08 1 9,50
fluorescente
Oscuridad total 0 4,00 0 4,00 1 9,50
Lhluzsolar+ oo 40 660 1442 1 9,50

12h oscuridad

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Sin embargo, en la evaluacion correspondiente a los 21 dias, se determiné que no
existieron diferencias estadisticas significativas para el porcentaje de contaminacion,
porcentaje de establecimiento y nimero de brotes por explante. Por el contrario, en los
tratamientos las condiciones de iluminacion con 12 horas luz mas 12 horas oscuridad,
asi como la luz blanca fluorescente incrementaron la longitud de los brotes, nimero de
hojas por planta y niUmero de yemas por planta observandose también la presencia de

callos como en las tres distintas condiciones de iluminacién (Tabla 20).
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Elaborado por: José Guaman

Figura 23. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres condiciones de iluminacién con presencia de callos en la base de los explantes
[Luz permanente (A), Oscuridad total (B) y 12 h/Luz solar + 12 h/Oscuridad (C)] a los
21 dias.

Tabla 20. Efecto de condiciones de iluminacién en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 21 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del brote
. contaminacién establecimiento (cm)
Tratamientos
X Rango - Rango - Rango
promedio promedio promedio
Luz blanca 0 9,50 0 950 2,50  10,00ab
fluorescente
Oscuridad total 0 9,50 0 9,50 1,33 4,33b
L2hluz solar + 9,50 0 950 367  1417a

12h oscuridad
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Numero de hojas Numero de Numero de brotes
Tratamientos por planta yemas por planta por explante
X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio
Luz blanca 7 1042ab 7 1042ab 1 6,50
fluorescente
Oscuridad total 1,83 4,08 b 1,33 4,08 b 1,50 9,67
2hluzsolar+ g g3 14002 883 1400a 1,83 12,33

12h oscuridad

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

Sin embargo, en la evaluacion correspondiente a los 28 dias, se determiné que no
existieron diferencias estadisticas significativas entre las diferentes condiciones de
iluminacion en los medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacién,
porcentaje de establecimiento y numero de brotes por explante. Por el contrario, las
condiciones de iluminacion de 12 horas luz més 12 horas oscuridad, asi como la luz
fluorescente incrementaron la longitud de brotes, nimero de hojas por planta y nimero
de yemas por planta ademas se observd el desarrollo de callos en las distintas

condiciones de iluminacion (Tabla 21).

En los estudios realizados por Castro y Alvarez (2013) mencionaron que un
fotoperiodo compuesto por 12 horas luz mas 12 horas de oscuridad afecto
significativamente a la respuesta de establecimiento, el nimero de brotes y la altura de
los brotes por explante mostrando respuestas similares a las obtenidas en esta
investigacion. Ademas, en el trabajo realizado por Mora (2010) sefial6 que los ensayos
realizados presentaron mayor tamafio del brote cuando se utiliz6 un periodo de
observacién con 16 horas luz y 8 horas oscuridad con luz blanca fluorescente de 75
W.
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Elaborado por: José Guaman
Figura 24. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres condiciones de iluminacion con presencia de callos [Luz permanente (A),
Oscuridad total (B) y 12 h/Luz solar + 12 h/Oscuridad (C)] a los 28 dias.

Tabla 21. Efecto de condiciones de iluminacién en el establecimiento in vitro de

segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del
. contaminacion  establecimiento brote (cm)

Tratamientos

< Rango < Rango < Rango

promedio promedio promedio

Luz blanca 0 9,50 0 950 317 933ab
fluorescente

Oscuridad total 0 9,50 0 9,50 2,67 7,42 b

12hluz solar+ 9,50 0 950 383 11,75a

12h oscuridad
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. . NuUmero de .
NuUmero de hojas Namero de brotes

emas por
. por planta y P por explante
Tratamientos planta
< Rango < Rango % Rango
promedio promedio promedio

Luz blanca
fluorescente

Oscuridad total 3,33 4,58 b 3,83 3,33 4,58 Db 3,83

9,33 10,75ab 9,33 9,33 10,75 ab 9,33

12h luz solar +

12h oscuridag 1020 1317a 1050 1050 13,17a 10,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren
segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann Whitney

para p<0,05 con n=6.

3.4. Determinar el tipo y las concentraciones de auxinas y citoquininas que

favorezcan el establecimiento in vitro de segmentos nodales.

3.4.1. Influencia del tipo de auxina y su concentracion en el establecimiento in

vitro de segmentos nodales de arandano.

En la evaluacion realizada a los 7 dias de la influencia de concentracion de auxinas
sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum Var.
Emerald, se observo que no mostro diferencias estadisticas significativas al evaluar: el
porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento, el niUmero de hojas por
planta, el nimero de yemas por planta y el niUmero de brotes por explante. Por otro
lado, los tratamientos que contenian AIA (0,5 -1 - 1,5 ppm), AIB (2,5 -3 - 3,5 ppm)
y ANA (0.05, 1, 0.15 ppm) mostraron que los medios de cultivo que contenian AIA
(0,5-1-1,5ppm) fueron los que presentaron menor longitud de los brotes observados
a comparacion de los demas tratamientos y el tratamiento testigo sin auxinas como

reguladores de crecimiento (Tabla 22).
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Tabla 22. Efecto de diferentes auxinas y concentraciones sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L.
Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del ~ NUmero de hojas NuUmero de yemas  Numero de brotes

contaminacion  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
Tratamientos < Rango _ Rango < Rango < Rango < Rango < Rango

promedio promedio promedio promedio promedio promedio
AIAOSppm O 32,50 0 32,50 0 9,50 b 0 32,50 0 32,50 1 32,50
AlA 1 ppm 0 32,50 0 32,50 0 9,50 b 0 32,50 0 32,50 1 32,50
AIA15ppm O 32,50 0 32,50 0 9,50 b 0 32,50 0 32,50 1 32,50
AIB25ppm O 32,50 0 32,50 1 41,50 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
AIB 3 ppm 0 32,50 0 32,50 1 41,50 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
AIB35ppm 0 32,50 0 32,50 1 4150 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
ANA0,05ppm O 32,50 0 32,50 1 41,50 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
ANAO,1ppm O 32,50 0 32,50 1 41,50 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
ANA0,15ppm O 32,50 0 32,50 1 4150 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50
Sin Auxinas 0 32,50 0 32,50 1 41,50 a 0 32,50 0 32,50 1 32,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 25. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres tipos de auxinas [AIA 1 ppm (A), IBA 3 ppm (B) y ANA 0,1 ppm (C)] a los
7 dias.

Tras los 14 dias de evaluacion se determind que no mostraron diferencias estadisticas
significativas entre las diferentes concentraciones de auxinas en los medios de cultivo
para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento,

longitud del brote y el nimero de brotes por explante.

Por otra parte, los tratamientos que contenian AIA (0,5—-1- 1,5 ppm), AIB (2,5-3 —
3,5 ppm) y ANA (0,05 — 1 — 0,15 ppm) se observé un mayor nimero de hojas por
planta y nimero de yemas por planta correspondiente al medio que contenia ANA
(0,15 ppm) y el tratamiento testigo sin auxinas con respecto al resto de tratamientos y

sus concentraciones (Tabla 23).
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Tabla 23. Efecto de diferentes auxinas y concentraciones sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L.

Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas NUmero de yemas NUmero de brotes
contaminacion  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
Tratamientos Rango Rango Rango Rango Rango Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
AIA 0,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
AlA 1 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
AlA 1,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
AIB 2,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
AIB 3 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 2750 b 1 32,50
AIB 3,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
ANAO0,05ppm O 32,50 0 32,50 1 31,50 1 33,42b 1 3342b 1 32,50
ANA 0,1 ppm 0 32,50 0 32,50 1 31,50 0 27,50 b 0 27,50 b 1 32,50
ANA0,15ppm O 32,50 0 3250 1,17 36,83 2,83 49,42 a 2,83 49,42 a 1 32,50
Sin Auxinas 0 32,50 0 32,50 1,10 34,70 1,50 42,80 a 1,50 42,80 a 1 32,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 26. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres tipos de auxinas [AIA 1 ppm (A), IBA 3 ppm (B) y ANA 0,1 ppm (C)] a los
14 dias.

No obstante, con 21 dias de evaluacion se determind que no mostraron diferencias
estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de auxinas en los
medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de

establecimiento y el nimero de brotes por explante.

Por otra parte, los tratamientos que contenian AIA (0,5-1-1,5 ppm), AIB (2,5 -3 -
3,5 ppm) y ANA (0,05 - 1 — 1,15 ppm) se observé un mayor tamarfio de la longitud del
brote, un mayor nimero de hojas por planta y nimero de yemas por planta
correspondiente al medio que contenia ANA (0,05 y 0,15 ppm) y el tratamiento testigo

sin auxinas con respecto al resto de tratamientos y sus concentraciones (Tabla 24).
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Tabla 24. Efecto de diferentes auxinas y concentraciones sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L.
Var. Emerald a los 21 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de NUumero de yemas  NUmero de brotes
contaminacién  establecimiento brote (cm) hojas por planta por planta por explante
Tratamientos _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango
X - X - X - X - X - X -
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
AlA 0,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 2450b 0,33 2517b 0,33 25,17 b 1 31,00
AlA 1 ppm 0 32,50 0 32,50 1 24,50 b 0 21,50 b 0 21,50 b 1 31,00
AIA 1,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1,17 29,25b 1,17 27,25 b 1,17 27,25 b 1 31,00
AIB 2,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 24,50 b 0 21,50 b 0 21,50 b 1 31,00
AIB 3 ppm 0 32,50 0 32,50 1 24,50 b 0 21,50 b 0 21,50 b 1 31,00
AIB 3,5 ppm 0 32,50 0 32,50 1 24,50 b 0 2150 b 0 21,50 b 1 31,00
ANAO0,05ppm O 32,50 0 32,50 1,67 40,00a 4,33 46,75a 4,33 46,75 a 1,17 36,25
ANA 0,1 ppm 0 32,50 0 32,50 1 2450b 050 2567b 0,50 25,67 b 1,33 36,50
ANAO,15ppm O 32,50 0 32,50 2 45,33 a 6 52,67 a 6 52,67 a 1 31,00

Sin Auxinas 0,20 37,90 0,20 37,90 230 51,05a 590 49,90a 5,90 49,90 a 1,10 34,15

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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Elaborado por: José Guaman

Figura 27. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres tipos de auxinas [AIA 1 ppm (A), IBA 3 ppm (B) y ANA 0,1 ppm (C)] a los
21 dias.

Mediante la evaluacion realizada a los 28 dias se determind que no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de auxinas
AIA (0,5-1-1,5ppm), AIB (2,5-3-3,5ppm) y ANA (0,05 - 1 — 1,15 ppm) en los
medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacion y porcentaje de
establecimiento. Sin embargo, cuando se afiadié AIA (0,5y 1 ppm), ANA (0,05 -0,1
— 0,15 ppm) y el tratamiento control sin auxinas se alcanz6 una mayor longitud de los

brotes por explante.

Por otro lado, el uso de auxinas AlA (0,5y 1 ppm), ANA (0,05-0,1-0,15 ppm) y el
tratamiento control permitieron el desarrollo de mayor nimero de hojas por planta y

namero de yemas por planta con relacién al resto de tratamientos.

En relacion con el nimero de brotes por explante mostré que si influyo la
concentracion de auxinas donde se alcanz6 un mayor nimero de brotes por explante
al emplear AIA (0,5 ppm) y ANA (0,05 - 0,1 - 0,15 ppm) con relacidn al tratamiento

control y el resto de los tratamientos y sus concentraciones (Tabla 25).
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En el trabajo de Torres et al. (2010) aseguraron que la concentracion de ANA (0,1
ppm/L) y TZR (7 ppm/L) proporcionaron los mejores resultados para el proceso de
introduccidén y brotacion in vitro de yemas Vaccinium de hasta un 100 %, también
mencionaron que concentraciones por debajo de esta no generaron brotacién, aunque
se haya mantenido la concentracion de TZR. Ademas, Chicaiza (2021) establecié que
un medio suplementado con Zeatina (2 mg/L), ANA (2 ml/L) y Kinetina (0,05 ml/L)

produjo un 95,57 % de brotes de explante de arandano.

Para el caso de AIB Brenes et al. (2014) emplearon concentracionesde (0-1-2 -4
y 8 mg/L) no obteniendo ningun resultado en la fase de establecimiento in vitro dado
que tiene mejores resultados en el proceso de enraizamiento obteniendo el porcentaje
menor al 10 % en la fase in vitro en cualquiera de las concentraciones, pero al ser
trasplantadas su desarrollo de raices fue del 100 % independientemente de la
concentracion. Ademas, Chamorro et al (2007) sefialaron que al emplear AIB
consiguio desarrollar 52 raices promedio por explante con una concentracion de AlB
(3 mg/L) siendo mas efectivo para enraizamiento que para establecimiento in vitro.
Para el caso de AIA Chamorro et al. (2007) aseguraron que no produce efectos

notables en el establecimiento in vitro en este material a diferencia de otros

Skl e i
{ /

reguladores.

Elaborado por: José Guaman

Figura 28. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con tres tipos de auxinas [AIA 1 ppm (A), IBA 3 ppm (B) y ANA 0,1 ppm (C)] a los
28 dias.
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Tabla 25. Efecto de diferentes auxinas y concentraciones sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L.
Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas Numero de yemas Numero de brotes
contaminacion  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante

Tratamientos _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango _ Rango
X - X - X - X - X - X -

promedio promedio promedio promedio promedio promedio
AlA 0,5 ppm 0 31,50 0 31,50 133 27,83a 3,50 34,33 a 3,17 34,00 a 1,67 38,17 a
AlA 1 ppm 0 31,50 0 31,50 1 19,50 ab 0 16,50 b 0 16,50 b 1 26,50 c
AlA 1,5 ppm 0 31,50 0 31,50 133 2542b 2,17 26,42 ab 2,17 26,58 ab 1 26,50 ¢
AIB 2,5 ppm 0 31,50 0 31,50 1 1950 b 0 16,50 b 0 16,50 b 1 26,50 c
AlIB 3 ppm 0 31,50 0 31,50 1 19,50 b 0 16,50 b 0 16,50 b 1 26,50 ¢c
AIB 3,5 ppm 0 31,50 0 31,50 1 1950 b 0 16,50 b 0 16,50 b 1 26,50 ¢
ANA 0,05 ppm O 31,50 0 31,50 2,33 4258a 6,50 44,67 a 5,50 42 58 a 1,33 36,17 a
ANA 0,1 ppm 0 31,50 0 31,50 1,83 40,33 a 5 42,25 a 5 43,42 a 1,83 43,00 a
ANA 0,15 ppm O 31,50 0 31,50 250 46,75a 10,17 54,92 a 9,83 55,08 a 1,83 43,00 a

Sin Auxinas 0,20 37,90 0.20 37,90 290 b5145a 7,20 46,85 a 7,20 47,40 a 1,20 32,30 be

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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3.4.2. Influencia del tipo de citoquininas y su concentracion en el establecimiento

in vitro de segmentos nodales de arandano.

En laevaluacion realizada a los 7 dias de la influencia de concentracion de citoquininas
sobre el establecimiento in vitro de segmentos nodales de V. corymbosum Var.
Emerald, se observo que no mostro diferencias estadisticas significativas al evaluar: el
porcentaje de contaminacidon, porcentaje de establecimiento, la longitud del brote, el
numero de hojas por planta, el nimero de yemas por planta y el namero de brotes por
explante (Tabla 26).

- o -
) -

Elaborado por: José Guaméan

Figura 29. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1,0 ppm (A) y TDZ 0,01 ppm (B)] a los 7 dias.
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Tabla 26. Influencia de tipos y concentraciones de citoquininas en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum

L. Var. Emerald a los 7 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del I\Llép;iroodre Numero de yemas Numero de brotes
contaminacién  establecimiento brote (cm) Jas p por planta por explante
. planta
Tratamientos RaNdo RaNdo RaNdo
Rango < Rango X Rango X g g g
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
2iP 0,25 ppm 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50
2iP 1,0 ppm 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50
2iP 1,25 ppm 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50
TDZ
pp?]f% 23,50 0 2350 1 2350 0 2350 0 23,50 1 23,50
TDZ 0,01
opm 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50
TDZ
ppr?]’OS 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50
Sin
Citoquininas 23,50 0 23,50 1 23,50 0 23,50 0 23,50 1 23,50

Elaborado por: José Guaméan

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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En la evaluacion realizada a los 14 dias determiné que no mostraron diferencias
estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de citoquininas en los
medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de
establecimiento, longitud del brote y el nimero de brotes por explante. Por otra parte,
los tratamientos que contenian 2iP (0,25 - 1 - 1,25 ppm) y TDZ (0,005 — 0,01 — 0,05
ppm) se observo un mayor nimero de hojas por planta y nimero de yemas por planta
correspondiente al medio que contenia 2iP (1,0 ppm) y TDZ (0,005 y 0,05 ppm) con
respecto al tratamiento testigo sin citoquininas y el resto de los tratamientos y sus

concentraciones (Tabla 27).

,\ =
Elaborado por: José Guaman

Figura 30. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1,0 ppm (A) y TDZ 0,05 ppm (B)] a los 14 dias.
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Tabla 27. Influencia de tipos y concentraciones de citoquininas en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum
L. Var. Emerald a los 14 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de Numero de yemas  Numero de brotes
. contaminacién  establecimiento brote (cm) hojas por planta por planta por explante
Tratamientos
X Rango < Rango < Rango X Rango < Rango < Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
2iP025ppm 0 23,50 0 2350 1,17 2433 0,67 16,92b 0,67 16,92 b 1 23,50
2iP 1,0 ppm 0 23,50 0 2350 133 28,17 333 30,17a 3,33 30,17 a 1 23,50
2iP125ppm O 23,50 0 23,50 1 20,50 0,67 17,83b 0,67 17,83 b 1 23,50
TDZ 0,005
opm 0 23,50 0 2350 1,17 2433 333 30,25a 3,33 30,25 a 1 23,50
TDZ 0,01
ppr?{o 0 23,50 0 23,50 1 20,50 0 13,00 b 0 13,00 b 1 23,50
T[?szr?],% 0 23,50 0 2350 1,17 2433 417 34,25a 4,17 34,25 a 1 23,50
Sin
Citoquininas 0 | 23,50 | 0 | 23,50 | 1,10 | 22,80 | 1,50 | 22,65 b | 1,50 | 22,65 b 1 23,50

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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La evaluacion realizada a los 21 dias se determind que no mostraron diferencias
estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de citoquininas 2iP
(025-1-1,2-5ppm)y TDZ (0,005 - 0,01 — 0,05 ppm) en los medios de cultivo

para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de establecimiento.

Por otra parte, el uso de TDZ (0,05 ppm) permitié el desarrollo de una mayor longitud
del brote con relacién con el tratamiento control y resto de tratamientos y sus
concentraciones. En relacion con el nimero de hojas por planta y nimero de yemas
por planta se observd un mejor desarrollo de estas al utilizar TDZ (0,05 ppm) con

relacion al tratamiento testigo.

Entre los tratamientos disefiados se pudo determinar que cuando se afiadié 2iP (1,25
ppm) y TDZ (0,05 ppm) se alcanzd un mayor nimero de brotes por explante en
comparacion con el tratamiento testigo y el resto de los tratamientos y sus

concentraciones (Tabla 28).

WA
“‘ ,9; o . -

Elaborado por: José Guaman

Figura 31. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1,25 ppm (A) y TDZ 0,05 ppm (B)] a los 14 dias.
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Tabla 28. Influencia de tipos y concentraciones de citoquininas en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum
L. Var. Emerald a los 21 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de Numero de yemas  NUmero de brotes
. contaminacién  establecimiento brote (cm) hojas por planta por planta por explante
Tratamientos
g Rango g Rango g Rango % Rango g Rango g Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
2iP0,25ppm O 22,50 0 22,50 1,67 1800c 4,83 19,83b 4,83 19,83 b 1 17,50 b
2iP 1,0 ppm 0 22,50 0 2250 2,17 2508bc 6,83 27,08b 6,83 27,08 b 1,17 20,92 b
2iP125ppm O 22,50 0 22,50 133 13,17c 450 18,92b 4,17 18,08 b 2 33,17 a
TDEP?T,]OOS 0 22,50 0 2250 2,17 2542hbc 7 26,25 b 7 26,25 b 1 17,50 b
T[?sz D% 0 250 0 2250 150 1575¢ 517 1817b 517  1817b 133  21,02b
TDZ
ppr?]’% 0 2250 O 2250 333 3750a 933 3500a 933  3500a 217 36584
Sin
Citoquininas 020 2710 020 2710 230 2715bc 590 2145b 5,90 21,45b 1,10 19,55 b

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la

prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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Sin embargo, la evaluacion realizada a los 21 dias se determind que no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de
citoquininas 2iP (0,25 -1 - 1,2 - 5 ppm) y TDZ (0,005 — 0,01 — 0,05 ppm) en los
medios de cultivo para las variables porcentaje de contaminacion, porcentaje de
establecimiento.

Por otra parte, el uso de TDZ (0,05 ppm) permiti6 el desarrollo de una mayor longitud
del brote con relacion con el tratamiento control y resto de tratamientos y sus

concentraciones.

En relacion con el nimero de brotes por explante se observd un mayor nimero de

brotes al utilizar 2iP (1,25 ppm) y TDZ (0,05 ppm) con relacién al tratamiento testigo.

Entre los tratamientos disefiados se pudo determinar que cuando se afiadio 2iP (1,0
ppm) y TDZ (0,05 ppm) se alcanz6 un mayor nimero de hojas por planta y nimero de
yemas por planta comparacion con el tratamiento testigo y el resto de los tratamientos

y sus concentraciones (Tabla 29).

Segun estudios realizados por Torres et al. (2010) mencionaron que al emplear la
concentracion de 2iP (1 ppm/L), las plantas muestran una elongacion y desarrollo
normal a diferencia de concentraciones mas elevadas donde con 2iP (5 ppm/L) se

inhibi6 el crecimiento, aungue indujeron abundantes ramificaciones.

Con la hormona Thidiazuron Chamorro et al (2007) lograron una tasa de brotacion
de 2,6 en cuatro semanas, siendo la tasa mas alta obtenida con este regulador a una
concentracion de TDZ (0,01 ppm), ademas demostrd que con concentraciones mas
altas de TDZ (0,1 ppm) mostro una tasa de brotacién mas baja en el primero y segundo

ciclo del proceso in vitro.

90



Elaborado por: José Guaman

Figura 32. Brotes de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald establecidos in vitro
con dos tipos de citoquininas [2iP 1 ppm (A) y TDZ 0,01 ppm (B)] a los 28 dias.
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Tabla 29. Influencia de tipos y concentraciones en establecimiento en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium

corymbosum L. Var. Emerald a los 28 dias.

Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas  NUmero de yemas  Numero de brotes
. contaminacién  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
Tratamientos
X Rango < Rango < Rango X Rango < Rango < Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio

2iP0,25ppm O 22,50 0 2250 2,50 19,92bc 8,17 20,83 b 8,17 20,83 b 1,50 22,50 b

2iP 1,0 ppm 0 22,50 0 22,50 3 27,50 b 9,83 29,33ab 9,83 29,33 ab 1,67 24,25Db

2iP125ppm O 22,50 0 22,50 1,83 1292c 6,50 18,08 b 6,50 18,08 b 2,17 32,33 a

TDgp?f% 0 22,50 0 2250 233 1842bc 7,67 21,17b 7,67  2117b 117  16,17b
TDZ 0,01
ppgq,o 0 2950 0 2250 250 2000bc 817 2058b 817  2058b 167  2283b
T[?JZpr%% 0 22,50 0 2250 383 3825a 12,17 3642a 1217 3642a 2,33  34,08a
Sin
Citoquininas 20 2710 020 2710 290 2590b 720 2025b 720  2025b 120  1680b

Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la
prueba U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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3.1.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El medio de cultivo WPM permitié un mejor establecimiento in vitro de
segmentos nodales de arandano (Var. Emerald).

Al afadir 10 g de agar por litro se alcanzé una mayor longitud de los brotes
obtenidos a partir de segmentos nodales de arandano (Var. Emerald) sin
embargo no influyé en el establecimiento in vitro.

La adicion de sacarosa al medio de cultivo WPM no influyd en el
establecimiento in vitro de los segmentos nodales de arandano (Var. Emerald),
aunque las concentraciones de 25y 30 g/L-1 incrementaron el nimero de hojas
y el niUmero de yemas por planta.

Al utilizar los agentes de desinfeccion Tween 20, Povidyn e hipoclorito de
sodio no se observaron influencias significativas sobre el porcentaje de
contaminacion ni el nimero de brotes por explante.

Las condiciones de iluminacion ensayadas no influyeron en el establecimiento
in vitro de los segmentos nodales de arandano (Var. Emerald).

El tipo de auxina y sus concentraciones no influyeron en el establecimiento in
vitro de los segmentos nodales de arandano (Var. Emerald) aunque en algunas
combinaciones se incremento la longitud del brote de las plantas establecidas.
La presencia de citoquininas y sus concentraciones no determind el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de ardndano, aunque en algunas
combinaciones se incrementd la longitud del brote y el nimero de brotes por

explante de las plantas establecidas.
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3.2.

RECOMENDACIONES

Utilizar el medio de cultivo WPM para proseguir con los factores de estudios
en la fase de multiplicacion de plantas establecidas in vitro de arandano (Var.
Emerald).

Determinar si las concentraciones de 25y 30 g/L-1 influyen en el contenido de
pigmentos clorofilicos de plantas establecidas in vitro de ardndano (Var.
Emerald).

Determinar el efecto del medio de cultivo WPM liquido en condiciones de
agitacion y estaticas sobre la fase de establecimiento in vitro y calidad de las

plantas establecidas.
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ANEXOS

Tabla 30. Efecto del tipo de medio de cultivo en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. VVar. Emerald

a los 7 dias.
Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas  NUmero de yemas NuUmero de brotes
. contaminacion  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
Tratamientos

g Rango g Rango < Rango g Rango N Rango g Rango

X . X . X . X . X . .
promedio promedio promedio promedio promedio promedio

Medio MS 0 39,00 0 39,00 1 39,00 0 39,00 0 39,00 1 39,00

MedioWPM 0 39,00 0 39,00 1 39,00 0 39,00 0 39,00 1 39,00

Elaborado por: José Guaméan

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.

Tabla 31. Efecto del tipo de medio de cultivo en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald

a los 14 dias.
Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas  NUmero de yemas Numero de brotes
. contaminacién  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
Tratamientos

X Rango X Rango X Rango < Rango X Rango < Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio

Medio MS 0 39,00 0 39,00 1 39,00 0,33 35,00 0,33 35,00 1 39,00

MedioWPM 0 39,00 0 39,00 1 39,00 1,17 43,00 1,17 43,00 1 39,00

Elaborado por: José Guaman
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Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.

Tabla 32. Efecto del tipo de medio de cultivo en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Vaccinium corymbosum L. Var. Emerald

a los 21 dias.
Porcentaje de Porcentaje de Longitud del Numero de hojas NUmero de yemas  Numero de brotes
Tratamientos contaminacion  establecimiento brote (cm) por planta por planta por explante
X Rango X Rango X Rango X Rango X Rango X Rango
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
Medio MS 0 6,50 0 6,50 1,33 6,17 4 5,42 4 5,42 1 6,50

MedioWPM 0  §50 0 650 133 68 517 758 517 7,58 . >0
, . : : : - ’ ' ' ~ Elaborado por: José Guaman

Rangos promedios que en una misma columna tengan letras no comunes, difieren segun la prueba de U de Mann Whitney para p<0,05 con n=6.
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