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RESUMEN EJECUTIVO

El ardndano ha ganado popularidad por los beneficios para la salud. Ecuador, con mayor cantidad de
horas de luz solar y sin zonas horarias, es un entorno propicio para potenciar y expandir estos cultivos.
Sin embargo, existen obstaculos significativos: la limitada y costosa disponibilidad de material vegetal.
Este problema se origina debido a que la propagacion convencional no puede hacer frente a la demanda
de plantas, debido al dificil enraizamiento de los explantes causado por el estrés fisico y fisioldgico.
Ante esta situacion, la micropropagacion vegetal emerge como una solucion viable. Esta técnica permite
la obtencion de plantulas a gran escala, superando las limitaciones de la propagacion convencional. Por
ello, la presente investigacion busca optimizar el proceso de enraizamiento in vitro de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) variedad Biloxi. Para lograrlo, evaluaremos tratamientos de desinfeccion,
medios de cultivo y fitohormonas. El objetivo es facilitar el establecimiento ex vitro y satisfacer la
creciente demanda de plantas. El mejor tratamiento de desinfeccion utilizé hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 2 por ciento por 15 minutos. Bajo estas condiciones, se logré un 9 por ciento de contaminacion, una
viabilidad del 91 por ciento y una oxidacion del 7 por ciento. Ademas, tratamientos con medio de cultivo
WPM arrojaron mejores resultados, con un promedio de 8 hojas y una longitud de brotes de 1,409 cm.
Ademas, se evidencid un 84 por ciento de enraizamiento con una longitud promedio de raices de 3,24

cmy 11,76 raices por explante utilizando 1,5 mg sobre L de la fitohormona AIB.

Palabras clave: Micropropagacion, cultivo in vitro, arandanos, enraizamiento.
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ABSTRACT

Blueberries have gained popularity owing to their health benefits. Ecuador, with more hours of sunlight
and the absence of time zones, offers a favorable environment for enhancing and expanding these crops.
However, there are significant obstacles to the limited and expensive availability of plant materials.
This problem arises because conventional propagation cannot cope with the demand for plants owing
to the difficult rooting of explants caused by physical and physiological stress. In this context, plant
micropropagation is a viable solution. This technique allows large-scale seedlings to be obtained from
cuttings, thereby overcoming the limitations of conventional propagation. Therefore, this research aims
to optimize the in vitro rooting process of blueberry (Vaccinium corymbosum L.) Biloxi variety. To
achieve this, we will evaluate disinfection treatments, culture media, and phytohormone levels. The
objective was to facilitate ex vitro establishment and meet the growing demand for plants. The best
disinfection treatment was 2 percent sodium hypochlorite (NaOCI) for 15 min. Under these conditions,
9 percent contamination, 91 percent viability, and 7 percent oxidation were observed. In addition,
treatments with WPM yielded better results, with an average of eight leaves and a shoot length of 1,409
cm. In addition, 84 percent rooting was evident, with an average root length of 3,24 cm and 11,76 roots

per explant using 1,5 mg per L of the phytohormone AIB.

Keywords: Micropropagation, in vitro culture, blueberries, rooting.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

A nivel mundial, el arandano es reconocido como uno de los alimentos con multiples beneficios
para la salud. En el contexto nacional, este cultivo presenta una alta proyeccion productiva y comercial
(Lobos & Hancock, 2015). Ecuador se destaca como un pais con un gran potencial para la inversion
en la agroexportacion del arandano en el mercado internacional, debido a su mayor cantidad de horas
de luz y la ausencia de zonas horarias, lo que permite una produccion continua de frutos durante todo
el afio (La Hora, 2023). Ademas, las condiciones climéticas son ideales para su adecuado desarrollo;
la altitud ecuatorial facilita un amplio rango de temperaturas, con un promedio anual que oscila entre 0
y 26°C. En la regién Andina, el clima es diverso debido a la Cordillera de los Andes y los vientos que

circulan por valles y llanuras (Mihai et al., 2023).

Organismos como el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y la Federacion Ecuatoriana
de Productores y Exportadores de Arandano (FEPEXA) estan promoviendo activamente la cadena
productiva del arandano, un fruto que se estd posicionando como un cultivo estratégico en el &mbito
agroexportador del pais (AGROCALIDAD, 2022). Entre los beneficios de esta emergente industria se
incluyen la diversificacion de las exportaciones ecuatorianas, lo cual contribuye a reducir la
dependencia econdomica del pais en unos pocos productos tradicionales. Asimismo, se estd fomentando
la creacion de empleo en la region Sierra, lo que ayuda a combatir el desempleo rural y a mejorar las
condiciones de vida de las comunidades locales. Ademas, el incremento en la generacion de divisas
fortalece la posicion financiera de Ecuador en el mercado global (FEPEXA, 2021). Sin embargo, las
estrictas regulaciones y normativas del pais en cuanto a sanidad vegetal y control fitosanitario han
resultado en una baja tasa de importacion de plantas, lo cual representa un desafio significativo para la

produccion a gran escala de arandanos.

Durante el afio 2022, Ecuador exportd 161500 kg de arandanos a destinos como los Paises
Bajos, Alemania y Singapur, segiin datos de AGROCALIDAD (2022). Aunque la comercializacion del
producto es rentable, se enfrenta al desafio de una considerable inversion inicial, aproximadamente
120000 dolares por hectarea de cultivo. Este costo se atribuye principalmente a la adquisicion de
material vegetal y al proceso de produccion agricola (Vinueza, 2023). La importacion del material
vegetal de arandano no es una alternativa; de acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura [FAOLEX] (2019), el pais presenta restricciones para importar
material vegetal por sus posibles plagas cuarentenarias de alto riesgo fitosanitario que amenazan la
biodiversidad nativa y endémica. En cuanto al proceso de produccion, su elevada inversion se debe a la

arquitectura radicular del ardndano, que demanda condiciones especificas para un adecuado



enraizamiento en el suelo. Por lo tanto, la propagacion vegetal emerge como una solucion viable,
permitiendo la obtencion masiva de plantas libres de patdgenos en un tiempo reducido, manteniendo la

pureza genética y asegurando una alta capacidad de enraizamiento (Santos et al., 2024).

Las investigaciones biotecnologicas referentes a la micropropagacion in vitro representan una
fuente confiable para la multiplicaciéon de especies vegetales con fines comerciales, garantizando
uniformidad genética y rendimiento de produccion (Llivisaca et al., 2020). Considerando los
antecedentes mencionados la presente investigacion tiene como finalidad la obtencién de un mayor
numero de plantas de arandano (V. corymbosum L.) variedad Biloxi mediante micropropagacion in vitro

evaluando métodos de desinfeccion, medios de cultivo y fitohormonas.

1.1.1 Arandanos y la importancia econémica

Segun la base de datos estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), el afo 2022 fue testigo de un logro extraordinario en el 4mbito agricola. Se
registrd una produccion que no solo cumplio con las expectativas de volumen, sino que también super6
los umbrales financieros, generando ingresos que excedieron los 2 millones de dolares. Este notable
¢éxito econdmico, detallado en FAOSTAT (2022), es un claro indicador del dinamismo y la importancia
del sector agricola en la economia mundial. En el afio 2021, América del Norte alcanz6 una produccion
de mas de 1 millon de toneladas de arandanos, equivalente al 80% de la produccion global, situando a
Estados Unidos como el lider indiscutible en produccion. Segin datos de la FAO, se estima que hasta
el afio 2030 la produccion mundial de arandanos podria alcanzar un valor de 1,08 £+ 0,26 millones de

toneladas (Martau et al., 2023).

Entre las especies de arandanos con mayor valor economico destacan el arandano rojo (Vaccinium
macrocarpon), conocido por su intenso sabor y propiedades antioxidantes; el arandano azul (Vaccinium
caesariense), apreciado por su dulzura y versatilidad; el arandano negro (Vaccinium myrtillus), valorado
por su concentracion de nutrientes; y el arandano rojo europeo (Vaccinium parvifolium), que se
distingue por su adaptabilidad a diversos climas (Martiu et al., 2023). Estas variedades no solo
enriquecen la biodiversidad, sino que también fortalecen la economia de las regiones donde se cultivan.
En América del Sur, paises como Argentina, cultivan la especie V.corymbosum (highbush) y V.ashei
(rabbiteye), el 90% de su produccion esta destinado a la exportacion del fruto a paises como Reino
Unido y Estados Unidos, aprovechando los beneficios de la contrastacion en los meses de septiembre a
mayo (Rivas et al., 2019). En Ecuador, debido a que no presenta las estaciones del afio marcadas tiene

la ventaja de producir los frutos durante los 12 meses del afio (La Hora, 2023).



En un periodo de apenas dos afios, de 2020 a 2022, Ecuador experimentd un crecimiento
exponencial en su sector exportador de arandanos, pasando de modestos 300 kilogramos a
impresionantes 145 toneladas enviadas a los Paises Bajos, segin reportes de La Hora (2023). Este
notable incremento no solo subraya la creciente eficiencia y capacidad de produccion del pais, sino
también la elevada demanda internacional por este preciado fruto. Segin la Federacion de Productores
y Exportadores de Ardndanos (Fepexa), en Ecuador, para el afio 2021, existian cincuenta hectareas en
produccion, una cantidad insuficiente para satisfacer la demanda local (Mora et al., 2023). La
produccion de arandanos en Ecuador se concentra principalmente en las provincias de Carchi,
Imbabura, Cotopaxi, Pichincha, Azuay y Tungurahua, seleccionadas por las condiciones de suelo y el

clima favorable para el cultivo (Mora et al., 2023).

1.1.1.1 Arandano (V. corymbosum L.) cultivar Biloxi

El ardndano, conocido como el "rey de las bayas" (Yang et al., 2022), es miembro de la familia
Ericaceae, que comprende mas de 125 géneros. Dentro de esta familia destaca el género Vaccinium,
conocido por su amplia diversidad con 4230 especies repartidas en 9 subfamilias, presentes en regiones
como Europa, Africa Sudoriental y Central, asi como América del Norte y Central (Martiu et al.,
2023). El arandano (V. corymbosum L.) es un arbusto perenne de crecimiento bajo que alcanza entre 35
y 60 centimetros de altura. Sus hojas son caducas y produce frutos esferoidales y carnosos, de color
azul o negro intenso, con un didmetro maximo de 5 a 9 milimetros. Este fruto es reconocido por su
equilibrado sabor agridulce y su rico valor nutricional, destacandose por su alto contenido nutricional

(Martau et al., 2023).

Tabla 1.

Composicion nutricional del arandano.

Elemento Cantidad
Agua 84,0 %
Hidratos de carbono 9,7 %
Proteinas 0,6 %
Grasas 0,4 %
Fibras 3,0-5,0%

Nota: Datos tomados del estudio de Rashwan y colaboradores, (2023).

Ademas, se estima que el aporte energético es de 192 kJ/100 g (Rashwan et al., 2023). Las

antocianinas, presentes en los frutos y hojas, se encuentran en un rango de 0,1% a 0,25% (Martiu et
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al., 2023). Esta fuente de compuestos, como las antocianinas, flavonoides, fendlicos y vitamina C, son
influenciados significativamente por la especie y la variedad de arandano. En particular, el arandano
del cultivar Biloxi se distingue por su alto contenido de compuestos fenodlicos, especialmente
antocianinas (Gonzalez et al., 2021). Este perfil nutricional no solo contribuye al sabor y valor
antioxidante de los aradndanos, sino que también los hace destacar como una opcioén nutritiva y

beneficiosa para la salud.

El contenido de compuestos fendlicos en la parte aérea de las plantas esta influenciado por
diversos factores como el genotipo, las condiciones de desarrollo (temperatura, nutrientes del suelo,
latitud y altitud de crecimiento) y la madurez de la planta (Bujor et al., 2019). En cuanto a los frutos,
contienen una combinacién de mas de 20 antocianinas, compuestas por una aglicona y azlcares
(Martau et al., 2023). Estos pigmentos, que van desde tonos azules y rojos hasta purpuras, son
caracteristicos de las antocianinas y permiten distinguir la fruta tanto en su estado maduro como en el
temprano (Kalt et al., 2020). La variabilidad en la composicion de estos compuestos fendlicos no solo
afecta el color y la apariencia del fruto, sino que también influye en sus propiedades antioxidantes y
potencial nutricional, haciendo que los arandanos sean altamente valorados en la dieta y la industria

alimentaria.

Ademas, los frutos de arandanos son ricos en flavonoles, siendo la quercetina el compuesto
predominante, representando el 50% del contenido, seguido por la miricetina, mientras que en
concentraciones trazas se encuentran la laricitrina, siringetina e isorramnetina. Ademas, el flavonol
kaempferol se encuentra en el fruto en cantidades menores, pero es mas abundante en las hojas (Martau
et al., 2023). Las plantas del género Vaccinium también son reconocidas por ser fuentes de taninos
hidrolizables y condensados. En particular, la epicatequina y la catequina se encuentran en
concentraciones significativas tanto en los frutos como en las hojas (Martau et al., 2023). Gracias a su
alto contenido de compuestos bioactivos y su potente actividad antioxidante, los arandanos se destacan

como un componente recomendado en una dieta diaria equilibrada (Varo et al., 2021).

Los factores edaficos, como la temperatura, la humedad, la estructura, el pH y la aeracion del
suelo juegan un papel importante en el control del enraizamiento de los esquejes de plantas lefiosas
(Bannoud & Bellini, 2021). En el caso del arandano, es crucial un suelo acido, con un rango de pH
entre 4 y 5,5, para garantizar el desarrollo 6ptimo de la especie. Los suelos que cumplen con estas
caracteristicas son principalmente los forestales organicos, los brezales minerales montafiosos y las
turberas (Yang et al., 2022). Este factor condicionante puede limitar el crecimiento adecuado del
arandano, manifestindose en sintomas como deficiencias nutricionales, inhibiciéon del crecimiento,

reduccion en el rendimiento de produccion y calidad del fruto (Martiu et al., 2023; Yang et al., 2022).



1.1.1.2 Beneficios del consumo de arandano

El fruto, al poseer un alto contenido de compuestos fenolicos, exhibe un potencial intrinseco
para la promocién de la salud (Gonzélez et al., 2021). Estos compuestos bioactivos ejercen efectos
antioxidantes, antimutagénicos, antienvejecimiento y neuroprotectores, lo que contribuye a la
prevencion del desarrollo de multiples enfermedades (Nemzer et al., 2022; Varo et al., 2021). La
ingesta del fruto incrementa el poder antioxidante hidrofilico y lipofilico del plasma humano.
Especificamente, las antocianinas tienen la capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica y proteger el
higado y los globulos rojos contra el dano causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrogeno (RNS). Estas especies, al interactuar con moléculas bioldgicas, comprometen su funcion,

alteran sus vias metabolicas y desequilibran la homeostasis (Silva et al., 2020; Wang et al., 2023).

Ademas, el fruto posee un efecto antimutagénico debido a su capacidad de proteger el ADN
contra posibles mutaciones. En estudios realizados en ratones, se ha demostrado que los extractos de
arandanos son capaces de reducir las mutaciones de microntcleos inducidas por agentes mutagénicos
como el N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) y el agente 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno
(DMBA), gracias a la interaccion de los antioxidantes presentes en los extractos del fruto con los
productos reactivos de degradacion de dichos agentes mutagénicos (Silva et al., 2020).También se ha
demostrado un efecto anticancerigeno; estudios han evidenciado que las lineas celulares de carcinoma
epitelioide de cuello uterino, carcinomas de mama y carcinomas estomacales (Caco-2, HT-29 y HCT-
116) presentaron inhibicion en su crecimiento en presencia del extracto de arandano (Martéu et al.,
2023). Adicionalmente, se ha observado que la memoria espacial puede mejorar con una dieta que
incluye estos frutos, debido a su influencia en la modulacién de la neuroinflamacion y la funcion

sinaptica en el area del hipocampo (Huang et al., 2023).

En relacion con las enfermedades cardiovasculares, tanto la disfuncién endotelial como el
endurecimiento arterial elastico estan asociados con el estrés oxidativo y la inflamacion (Martini et al.,
2023). En estudios realizados en mujeres con hipertension en pre-ctapa y etapa 1, se observo una
disminucion en la rigidez arterial; la presion arterial sistolica y diastolica se redujo en un 5% y 6%,
respectivamente, después de 8 semanas siguiendo una dieta basada en arandanos (Kalt et al., 2020).
Los beneficios para la salud cardiovascular se deben al efecto de los antioxidantes y antiinflamatorios
que regulan los lipidos plasmaticos y mejoran la funcion endotelial (Kalt ef al., 2020; Martini ef al.,
2023). Debido a sus caracteristicas potenciales, el arandano ha experimentado un aumento en la

demanda, impulsando asi la necesidad de incrementar su produccion.



1.1.2  Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica biotecnolégica avanzada que implica el cultivo in
vitro de células, tejidos, semillas y o6rganos de plantas. Este proceso se lleva a cabo en un medio de
cultivo enriquecido con nutrientes esenciales, bajo condiciones de esterilidad absoluta para prevenir
cualquier contaminacion (Nhut, 2022). Los factores ambientales como la luz, temperatura, fotoperiodo
y humedad son controlados meticulosamente para crear un ambiente 6ptimo que promueva el desarrollo
vegetal. La precision en el manejo de estas condiciones es crucial, ya que pequefas variaciones pueden
influir significativamente en el crecimiento de las plantas. Esta metodologia permite obtener plantas
uniformes y de alta calidad, esenciales para la investigacion y la agricultura moderna (Norouzi et al.,

2022).

Los cultivos in vitro realizados en condiciones de laboratorio son independientes del clima y
las estaciones, para facilitar la produccion de plantulas durante todo el afio. El objetivo principal de la
micropropagacion es producir multiples clones de plantas con las mismas caracteristicas que las plantas
donantes (Mazurek et al., 2024). Las condiciones de esterilidad son cruciales debido a que el medio
de cultivo contiene nutrientes que pueden favorecer la proliferacion bacteriana y contaminar los
explantes. La desinfeccion debe ser efectiva, pero procurando causar el minimo dafio al material
vegetal; por ello se utilizan compuestos quimicos en bajas concentraciones y se realiza un enjuague
adecuado para eliminar residuos del desinfectante. En algunos casos se emplean antibidticos, aunque

estos pueden tener efectos que ralentizan el proceso de organogénesis (Norouzi et al., 2022).

El cultivo in vitro explota la totipotencialidad de las células vegetales. Sin embargo, en la
micropropagacion lo mas destacado es la formacion de novo de meristemas de brotes, seguida por su
crecimiento y enraizamiento (Neves et al., 2021). Los explantes mantienen sus funciones del meristemo
apical; es decir, las células vegetales u 6rganos son capaces de generar nuevos brotes y raices incluso

después de que sus partes meristematicas hayan sido eliminadas (Bidabadi & Mohan, 2020).

El cultivo del arandano puede llevarse a cabo de dos formas: mediante propagacion sexual, que
implica el uso de semillas, y asexual, que se realiza a través de estructuras vegetativas. La propagacion
por semillas es poco comun en los ardndanos debido a que las plantulas resultantes no conservan las
caracteristicas biologicas deseadas, esto se debe a la polinizacion cruzada y la segregacion genética. Por
lo tanto, para mantener las cualidades productivas, se prefiere la clonacion mediante injertos (Akimova
et al., 2022; Giacobbo et al., 2023). Respecto a la propagacion sexual, la técnica de estratificacion de
semillas es esencial para interrumpir el periodo de dormancia y facilitar la germinacion in vitro. Un

estudio indico que las semillas de Vaccinium myrtillus L. y Vaccinium uliginosum L. requieren



temperaturas de 4 - 5 °C durante 8 semanas, alcanzando tasas de germinacion del 74.2 % y 88.3 %,
respectivamente (Harutyunyan et al., 2022). La propagacion asexual tiene la ventaja de producir
grandes cantidades de material vegetal genéticamente idéntico, lo cual es beneficioso para su
transferencia a la produccion comercial de manera sostenible y econémicamente eficiente (Karapatzak

et al., 2022).

1.1.2.1 Importancia y aplicaciones de cultivo in vitro

El cultivo in vitro se ha considerado como una herramienta valiosa para la industria agricola y
para el ambito de la investigacion cientifica. Esta técnica, que ha evolucionado significativamente en
las ultimas décadas se han desarrollado métodos para la manipulacion genética de las plantas para
mejorar su productividad y conferirles mayor tolerancia a condiciones adversas, tanto fisicas como
quimicas. Ademas, el cultivo in vitro es fundamental para incrementar la resistencia de las plantas a
plagas y enfermedades, asi como para la preservacion de especies con valor econémico, nutricional y
medicinal (Delgado et al., 2021). La adopcion de esta tecnologia ha traido consigo avances en el
fitomejoramiento y la micropropagacion, lo que ha resultado en la produccion de material vegetal de

alta calidad.

Una de las contribuciones mas notables del cultivo in vitro es su capacidad para eliminar
patogenos de plantas infectadas, asegurando asi la salud y la integridad del material vegetal. Ademas,
ha permitido la conservacion de germoplasma, esencial para la propagacion vegetativa de cultivos, y ha
ofrecido una via para el rescate de plantas amenazadas y especies en peligro de extincion. Estos métodos
no solo han revolucionado la forma en que se cultivan y mejoran las plantas, sino que también han
abierto nuevas posibilidades para la sostenibilidad y la seguridad alimentaria. Con la ayuda del cultivo
in vitro, los cientificos pueden ahora explorar horizontes previamente inalcanzables en la conservacion

de la biodiversidad y en la lucha contra los desafios agricolas del futuro (Jawale et al., 2020).

1.1.2.2 Organogénesis

Las plantas, a diferencia de los animales, no tienen la capacidad de moverse de forma
independiente, lo que las hace particularmente vulnerables a dafios ambientales y ataques bidticos. Sin
embargo, han evolucionado con una notable estrategia de supervivencia: la capacidad de regeneracion.
Esta habilidad es un testimonio de la resiliencia y adaptabilidad de las plantas frente a las adversidades
(Ikeuchi et al., 2016; Siamak & Mohan, 2020). Esta capacidad regenerativa se da por la totipotencia

de las células quienes deben pasar por un proceso de desdiferenciacion y reprogramacion para el



desarrollo de nuevos o6rganos o plantas enteras, la regeneracion varia entre los taxones vegetales (Bull

& Michelmore, 2022; Sang et al., 2018).

Bajo condiciones naturales y controladas, las plantas tienen la capacidad de regenerarse
mediante dos procesos fundamentales: la organogénesis de novo y la embriogénesis somatica. La
organogénesis de novo implica la generacion de nuevos 6rganos a partir de meristemos apicales, los
cuales desarrollan brotes que eventualmente se diferencian en raices, tal como lo detallan Tesfaye &
Haile (2024). Este proceso se desencadena mediante la percepcion de hormonas vegetales y la
desdiferenciacion de células somaéticas especializadas. Estas células, una vez desdiferenciadas, se
reintegran al ciclo celular desde un estado quiescente, organizandose luego en primordios y meristemos,

segun estudios recientes como los de Lalthafamkimi et al, (2021).

Este tipo de regeneracion puede ser de manera directa e indirecta (Raspor et al., 2021). La
organogénesis directa usa explantes de tejidos somaticos como material primario (Bull & Michelmore,
2022). La regeneracion indirecta requiere de una fase intermedia de obtencion de callos y de esta masa
celular amorfa se desarrollan los 6rganos. A nivel in vitro los explantes deben ser incubados en medios
con hormonas inductoras de callos como las auxinas (CIM), seguido de la transferencia a un medio
suplementado con citoquininas (SIM) para la induccién de 6rganos (Sang et al., 2018). En el caso de
la embriogénesis somatica basicamente esta enfocada en la generacion de embriones que daran a lugar

a nuevas plantas, este proceso puede darse de manera directa e indirecta (Bull & Michelmore, 2022).

1.1.2.3 Enraizamiento

La micropropagacion consta de cuatro fases: introduccion de especies vegetales, multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion. El enraizamiento in vitro es una etapa crucial porque busca desarrollar
plantas con excelentes caracteristicas fisiologicas y morfologicas que puedan sobrevivir a las
condiciones de trasplante en el suelo (Abdalla et al., 2022). Durante esta fase, se cultiva in vitro una
variedad de explantes, como raices, tallos, hojas, semillas, flores y callos, aislados de la planta madre
en un medio nutritivo estéril y adecuado. Este medio se complementa con reguladores de crecimiento
que estimulan la activacion de las células meristematicas, las cuales se diferencian para formar las raices

(Bettoni et al., 2024; Hasnain et al., 2022).

El material vegetal debe ser vigoroso, ya que una vez separado de la planta madre se altera el
flujo de nutrientes. En consecuencia, la supervivencia de la planta dependera Unicamente de la
disponibilidad de elementos minerales presentes en los explantes, hasta que se restablezca el sistema

radicular para la absorcion de nutrientes. La recoleccion de los esquejes debe realizarse en un periodo



de enfriamiento, de modo que los brotes parentales rompan la latencia y logren un buen crecimiento

vegetal (Bannoud & Bellini, 2021).

El enraizamiento in vitro se divide en varias etapas: induccion, activacion celular, organizacion
y expresion del enraizamiento. La induccidon ocurre principalmente por estimulacion en la base del
esqueje, lo cual conduce a la formacion de células especializadas que dardn origen a las raices,
influenciadas principalmente por reguladores de crecimiento como las auxinas. La segunda etapa, la
activacion celular, se caracteriza por la division celular, culminando en la formacién de una region
especifica de enraizamiento morfogenético. La tercera etapa involucra la organizacion de esta zona
morfogenética en un meristemo radicular, y finalmente, en la etapa de expresion del enraizamiento,

ocurre el crecimiento del meristemo radicular y la aparicion de la primera raiz (Moncousin, 1991).

1.1.2.4 Beneficio del enraizamiento in vitro

En la produccién de especies vegetales, el enraizamiento directo en invernaderos presenta
desafios significativos que a menudo resultan en la pérdida considerable de material vegetal. Por esta
razon, se ha adoptado el método de enraizamiento in vitro como una alternativa viable. No obstante, el
arandano sigue siendo una de las especies con un indice de enraizamiento bajo en comparacioén con
otras de similar importancia econémica (Santos et al., 2024). Esta dificultad ha restringido la
produccion de plantulas de arandano, elevando sustancialmente su costo. La alta valoracion de las
plantulas desalienta a los agricultores que carecen de conocimientos técnicos especializados en el
cultivo de esta especie (Alvarado et al., 2022), afectando asi su atractivo para la inversion y la

expansion en la industria agricola.

La micropropagacion surge como un meétodo esencial para superar las limitaciones de
enraizamiento, especialmente porque bajo condiciones in vifro facilita el desarrollo de raices mas
extensas y ramificadas. Estas raices resultan en sistemas radiculares mas robustos una vez trasladados
al invernadero, reduciendo la susceptibilidad a dafios mecanicos durante el trasplante (Bettoni et al.,
2024). Ademas, la calidad de los brotes es un factor clave, ya que es un indicador directo de la salud y
vitalidad de la planta resultante. Por otro lado, la micropropagacion ofrece la ventaja de una
multiplicacion rapida de plantas durante todo el afio, independientemente de las variaciones climaticas
estacionales (Lawson et al., 2023). Este aspecto temporal flexible es crucial para la industria agricola,
permitiendo una produccion constante y eficiente que no se ve afectada por condiciones climaticas

adversas.



El material vegetal in vitro debe trasladarse a la sala de aclimatacion durante dos semanas antes
de ser transferido al suelo. Este proceso implica la escision aséptica de las plantas del recipiente de
cultivo y el lavado cuidadoso de los medios de cultivo adheridos a las raices del material vegetal antes
del trasplante a macetas. Estas macetas contienen generalmente una mezcla de sustrato compuesta por
tierra, arena, vermiculita, vermicompost y perlita (Nishesh et al., 2023). Las macetas deben cubrirse
con bolsas de polietileno transparente para mantener la humedad ambiental y luego colocarse en la
habitacion de incubacion bajo las mismas condiciones ambientales en las que fueron cultivadas.
Después de siete dias, se debe retirar la cubierta plastica durante tres a cuatro horas diarias para exponer
las plantas al aire. Finalmente, cuando las plantas estén bien adaptadas al ambiente controlado, se
transfieren al invernadero y se retira la cubierta durante tres a cuatro horas diarias. Tras un mes, las

plantas deben ser trasladadas al campo con condiciones naturales (Oliya et al., 2022).

El proceso de enraizamiento in vitro esta influenciado por una serie de factores tanto intrinsecos
como extrinsecos. Entre los factores intrinsecos destacan los niveles endogenos de componentes
bioquimicos especificos y la genética de la planta, junto con el tipo de explantes utilizados. Estos
elementos son cruciales para el desarrollo adecuado del sistema radicular durante la fase in vitro. Por
otro lado, los factores extrinsecos como las condiciones ambientales controladas son igualmente
determinantes. La composicion precisa del medio de cultivo, la disponibilidad y tipo de carbohidratos,
asi como la presencia de reguladores del crecimiento y agentes gelificantes influyen significativamente

en el éxito del enraizamiento (Jafari et al., 2022).

1.1.2.5 Tratamiento de material vegetal para cultivo in vitro

En la micropropagacion vegetal, se pueden utilizar como material de partida explantes apicales,
axilares u otras partes vegetales (Murthy et al., 2023). La seleccion de la planta donante o matriz es
crucial en la propagacion asexual, ya que debe garantizar la viabilidad del cultivo. Es importante
considerar el tipo de organo empleado como explante, su fisiologia y edad ontogénica (siendo
preferibles los 6rganos jovenes), la temporada en la que se recolecta la muestra y el estado sanitario de
la planta donante, que debe tener una baja exposicion a patdégenos (Norouzi et al., 2022). La calidad
fisiologica y bioquimica de las plantas madre influye en la induccion de respuesta, asi como en la
capacidad de enraizamiento de los explantes. Por esta razon, es recomendable emplear plantas donantes
sanas y vigorosas (Hesami et al., 2023). En el caso de los arandanos, se ha identificado que cada cultivar
presenta diferencias en cuanto al contenido fendlico de sus explantes, y se ha observado que su
viabilidad de enraizamiento esta vinculada a esta variable. Se sugiere que los compuestos fendlicos

actian como promotores de enraizamiento al actuar en sinergia con las auxinas (Santos et al., 2024).
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1.1.2.6. Desinfeccion del material vegetal

La desinfeccion del material vegetal es una fase critica en cualquier protocolo de cultivo de
tejidos vegetales, ya que la contaminacion por bacterias u hongos puede comprometer seriamente el
éxito del establecimiento del cultivo in vitro (Teixeira et al., 2019). Antes de introducir el material
vegetal en el medio de cultivo estéril, es crucial esterilizar la superficie de los explantes inmediatamente
después de ser tomados de la planta madre. Este proceso se realiza para eliminar los microrganismos
que puedan estar adheridos. Por lo general, se utilizan soluciones acuosas desinfectantes como
hipoclorito de sodio (NaOCI), etanol (C,HsO) y cloruro mercurico (MgCl,), ademas de detergentes
como Teepol y Tween 20, seguidos de un enjuague final con agua destilada esterilizada (Hajare et al.,
2021; Wawrosch & Zotchev, 2021). Estas medidas aseguran que los explantes estén libres de
contaminantes antes de iniciar el cultivo in vitro, optimizando asi las condiciones para un crecimiento

saludable y libre de patogenos en el laboratorio.

El etanol es reconocido por su eficacia como agente esterilizante en el proceso de cultivo de
tejidos vegetales, aunque su alta fitotoxicidad debe ser manejada con precaucion. Este compuesto tiene
la capacidad de desnaturalizar las proteinas de virus lipofilicos y deshidratar esporas flingicas,
inhibiendo asi su proceso de esporulacion y germinacion (Basiry et al., 2022; Rafiq et al., 2021).
Especificamente, el alcohol isopropilico es efectivo contra bacterias, mientras que el alcohol etilico
muestra una mayor eficacia contra los virus. Para asegurar una mayor asepsia en los explantes, se utiliza
etanol de alta pureza. Sin embargo, debido a su capacidad para deshidratar los tejidos, los explantes
suelen ser expuestos al etanol solo por unos segundos o minutos. La tolerancia al etanol varia segtn el
tipo de tejido vegetal: los tejidos mas tiernos pueden ser mas susceptibles al dafio causado por el alcohol.
Por ejemplo, tejidos como semillas, yemas laterales o brotes floreales sin abrir pueden ser expuestos
por periodos mas prolongados, dado que el tejido que se explantara se encuentra protegido dentro de la
estructura superficial que esta siendo esterilizada. Este proceso meticuloso asegura que los explantes
estén libres de contaminantes antes de ser introducidos en el medio de cultivo estéril, optimizando asi

las condiciones para un crecimiento saludable y exitoso en el laboratorio (Sameer & Nabeel, 2016).

El hipoclorito de sodio (NaOCl) se ha consolidado como una opcién frecuente y efectiva para
la desinfeccion superficial del material vegetal debido a su amplio espectro antAlBcteriano, capaz de
eliminar rapidamente esporas vegetales, bacterias, hongos, virus y protozoos (Govindaraju et al.,
2022). La exposicion adecuada de los explantes a este desinfectante oscila entre 5 y 20 minutos, aunque
es crucial ajustar tanto la concentracion como el tiempo de tratamiento segun el tipo de explante, para
evitar su potencial fitotoxicidad (Sameer & Nabeel, 2016). Este agente liberador de haldgeno se

descompone solucion acuosa, formando el ion hipoclorito (OCI") y acido hipocloroso (HOCI). Ambos

11



tienen la capacidad de oxidar los grupos sulfhidricos de las enzimas microbianas, lo que conduce a la
alteracion de las proteinas de las membranas y, en ultima instancia, a la muerte celular. Ademas, el
NaOCl exhibe efecto esporicida al degradar el peptidoglicano de las esporas inactivas (Jones & Joshi,

2021).

El ion OCI, debido a la presencia de la bicapa lipidica en la membrana celular microbiana, no
puede penetrarla, por lo tanto, su accion oxidante se limita al exterior celular, resultando en la ruptura
o desintegracion de la pared y membrana celular durante el proceso de desinfeccion (Fukuzaki, 2006).
En contraste, el HOCI puede atravesar la bicapa lipidica de la membrana plasmatica por difusion pasiva,
aprovechando su neutralidad eléctrica y tamafio molecular similar al del agua. Esta capacidad permite
al HOCI atacar tanto desde el exterior como desde el interior de la célula microbiana, lo que acelera la
inactivacion de los patdgenos y reduce significativamente su carga en la superficie del material vegetal

(Fukuzaki, 2006).

El cloruro de mercurio (HgCI2) se destaca como un agente antimicrobiano eficaz contra hongos
y bacterias, aunque su uso es menos frecuente debido a su alta toxicidad (Basiry et al., 2022). Este
derivado metalico actia como desinfectante al interferir con los procesos metabolicos esenciales de los
microorganismos, lo que resulta en la inhibicion de su crecimiento y reproduccion. Sin embargo, debido
a su potencial peligro para la salud y el medio ambiente, se utiliza con cautela y preferiblemente en
situaciones donde otros agentes desinfectantes no son adecuados. Para mejorar la eficacia de los
antimicrobianos como el HgCl2, se recurre a tensoactivos como el Tween, que ayudan a superar la
selectividad en la permeabilidad de las membranas bacterianas (Aonofriesei, 2022). Estos compuestos
permiten una mejor penetracion y distribucion de los agentes desinfectantes en la superficie de los

explantes vegetales, asegurando una desinfeccion mas completa y efectiva.

En el proceso de desinfeccion superficial de explantes, varios factores influyen
significativamente, como los tipos de soluciones desinfectantes utilizadas, sus concentraciones
especificas, la duracion del tratamiento y el tipo particular de explante vegetal (Hazubska, 2019; Kaur
et al., 2022). Es crucial encontrar un equilibrio entre la efectividad del desinfectante y la preservacion
de la integridad del material vegetal, ya que el dafio durante el proceso puede reducir la tasa de
supervivencia y comprometer el éxito del cultivo in vitro. Aunque los tratamientos de esterilizacion
simples pueden mostrar altas tasas de supervivencia del material vegetal, frecuentemente resultan en
indices bajos de cultivos asépticos, especialmente dependiendo del tipo de planta y explante utilizado
(Rafiq et al., 2021). Por lo tanto, la combinacion adecuada de agentes desinfectantes y el disefio preciso
del protocolo son fundamentales para asegurar resultados consistentes y exitosos en la

micropropagacion vegetal.
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1.1.2.7 Ocxidacion vegetal

La oxidacion de los explantes surge como resultado de la presencia de formas reducidas de
oxigeno, en respuesta al estrés tanto abidtico como biodtico experimentado por las plantas (Mansoor et
al., 2022). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan tipicamente en las mitocondrias y
cloroplastos debido a las reacciones metabolicas intrinsecas de la planta, pero también pueden surgir en
organelos celulares como los lisosomas y peroxisomas durante el proceso de extraccion de explantes
(Filiz et al., 2019; Azofeifa, 2008). Los desequilibrios en los niveles de ROS desencadenan respuestas
complejas, como cambios en la expresion génica destinados a mejorar la tolerancia al estrés y promover
el desarrollo vegetal adaptativo. Sin embargo, niveles excesivos de ROS también pueden llevar a la
apoptosis celular o a la necrosis, resultando en dafio irreversible (Aazami et al., 2021; Mansoor et al.,

2022; Mosoh et al., 2023).

La fotooxidacion es un proceso que causa dafio significativo a varios componentes celulares,
como lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos, cuando no se gestionan adecuadamente los radicales
libres. Este fendmeno ocurre cuando los sistemas antioxidantes de la planta no son eficientes para
neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS), que se forman como resultado del estrés abiotico
y bidtico (Farooq et al., 2019; Mansoor et al., 2022). La metabolizacion de los ROS se lleva a cabo
mediante antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos, que desempefian un papel crucial en la
proteccion de las células vegetales contra el estrés oxidativo. Entre las enzimas antioxidantes, el
polifenol oxidasas (PPO) presentes en los cloroplastos y las peroxidasas (POX) localizadas en los
peroxisomas juegan roles clave. Estas enzimas interactian con compuestos fenoélicos acumulados en
las vacuolas como respuesta al estrés, lo cual puede desencadenar la muerte del explante si no se

controla adecuadamente (Farooq et al., 2019; Zhao et al., 2021).

1.1.2.8 Medios de cultivo para cultivo in vitro

En los ultimos cinco afios, el medio Murashige & Skoog (MS) ha dominado la investigacion en
micropropagacion in vitro, siendo utilizado en un 82% de los estudios, mientras que el Woody Plant
Medium (WPM) ha sido empleado en un 6% de los casos (Phillips & Garda, 2019). Estos medios de
cultivo vegetal son esenciales por su composicion precisa de nutrientes inorganicos y organicos, que
incluyen vitaminas, carbohidratos y reguladores de crecimiento. La correcta composicion nutricional es
crucial para asegurar la supervivencia de las plantas en micropropagacion y para mitigar posibles
trastornos fisiologicos. Las concentraciones especificas de macronutrientes (mayores a 0,5 mM/L) y
micronutrientes (menores a 0,5 mM/L) tienen un impacto directo en las etapas de morfogénesis y

organogénesis, pudiendo incluso provocar toxicidad en las plantulas (Hameg et al., 2020).
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La preparacion meticulosa de los componentes organicos en soluciones madre individuales,
utilizando agua de doble destilacion, garantiza la obtencion de soluciones quimicamente definidas
(Phillips & Garda, 2019). Este proceso es fundamental para obtener resultados reproducibles y
optimos en los experimentos de micropropagacion vegetal. Ademas, las condiciones adecuadas de
incubacion juegan un rol crucial al facilitar el desarrollo 6ptimo del tejido vegetal mediante una
adecuada aireacion, intensidad de luz y temperatura controlada. Esto asegura un entorno libre de
patogenos vegetales, vital para el crecimiento saludable de las plantas (Sabatino, 2020). Los métodos
de esterilizacion varian segun la sensibilidad al calor de los componentes del medio. Por ejemplo, para
componentes como la sacarosa, que es sensible al calor, se utilizan filtros para evitar su caramelizacion
a altas temperaturas, lo cual permite regular la presion osmética del medio de cultivo (Phillips &

Garda, 2019).

Ademéas, es crucial considerar el tipo de gelificante utilizado, ya que este influye en las
respuestas de los cultivos vegetales. El medio MS, reconocido por sus altas concentraciones de
nitrogeno, es preferido para el cultivo de tejidos vegetales de plantas dicotiledoneas vy
monocotiledoneas. En contraste, el medio WPM se utiliza en plantas lefiosas debido a su baja
concentracion de nitrogeno y mayor contenido de azufre, reduciendo asi la toxicidad potencial por
amonio (NH4") (Phillips & Garda, 2019). Este hecho resalta la importancia de mantener un equilibrio
adecuado entre las formas de nitrégeno nitrato (NO3") y amonio en el medio de cultivo, especialmente

en cultivos como los ardndanos (Schuchovski & Biasi, 2019).

1.1.2.9 Rol de las fitohormonas en el cultivo vegetal

Las fitohormonas son sustancias quimicas de sefializacion que se producen de manera natural
en las plantas y que regulan diversos procesos fisiologicos mediante la coordinacion de la actividad
celular a través de mensajes quimicos, estimulando el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de
células y tejidos (Lee et al., 2019). Existen cinco tipos principales de fitohormonas: 4cido abscisico,

etileno, giberelinas, citoquininas y auxinas (Malik et al., 2023).

El acido abscisico esta asociado principalmente con respuestas al estrés, actua como inhibidor
del crecimiento y favorece el desarrollo de tejidos protectores (Chen et al., 2020). El etileno, un gas
simple, regula la maduracion de los frutos y la caida de las hojas, jugando un papel crucial en la
respuesta de la planta a condiciones ambientales adversas como el estrés bidtico y abiotico (Binder,
2020). Las giberelinas juegan un papel crucial como reguladores en el proceso de germinacion,

expansion de las hojas y elongacion del tallo (Garcia et al., 2021). Por otro lado, las citoquininas y las
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auxinas controlan el crecimiento y desarrollo de las células madre en los meristemos apicales de los

brotes y meristemos florales, ademas de responder al estrés y a la senescencia (Lee et al., 2019).

Las auxinas se sintetizan y estan presentes en toda la planta, con maxima biosintesis en
cotiledones, brotes y raices, y se consideran reguladores clave del crecimiento, alargamiento de la raiz
primaria (PR) y formacion de raices laterales (LR) (Rivas et al., 2022). La familia de auxinas naturales
esta compuesta por varias moléculas aromaticas pequefias con acido carboxilico, como el acido indol-
3-acético (AIA), 4cido indolbutirico (AIB), acido 4-cloroindol-3 y é4cido fenilacético (Blaacutezquez
et al., 2020). Normalmente, el AIA se produce en la region meristematica apical de brotes, yemas y la
punta de raices en las plantas. Ademads, la concentracion de esta fitohormona juega un papel importante,
ya que concentraciones altas de AIA inhiben el alargamiento de la raiz, y viceversa (Mukherjee et al.,
2022). A diferencia del acido indol-3-acético (AIA), la fitohormona acida indolbutirico (AIB) se
encuentra en niveles bajos, pero influye en el desarrollo de las plantas mediante la B-oxidacion de la
cadena lateral de carbono. Esta fitohormona esté correlacionada con la formacién de raices adventicias

(Gomes & Scortecci, 2021).

Las auxinas AIB y ANA provocan inicialmente un aumento en los niveles de especies reactivas
de oxigeno, como el peroxido de hidrogeno (H,O»), superoxido (O2") e hidroxilo (OH"). Este efecto se
atribuye posiblemente a una mayor actividad de la peroxidasa (POD), una enzima involucrada en el
metabolismo oxidativo y la produccion de H>O,. Este proceso facilita la acumulacion endogena de acido
indolacético (AIA), estimulando asi la division y elongacion celular durante la fase de enraizamiento
en las plantas. En consecuencia, se promueve el crecimiento de nuevas raices adventicias (Elmongy et
al., 2020). Las fitohormonas se producen en bajas concentraciones (pmol/L a fmol/L) en el tejido
vegetal, por esta razon se emplean hormonas sintéticas que controlan procesos similares en la formacion
y crecimiento de yemas, flores, frutos y raices (Zahid et al., 2023). Para el desarrollo de raices a nivel
in vitro, las auxinas sintéticas de mayor incidencia son ANA y AIB, las cuales no presentan

fotosensibilidad (Shivani et al., 2021).

15



1.2 Objetivos

Objetivo General

e Optimizar el proceso de enraizamiento in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.)

variedad Biloxi

Objetivos Especificos

e Analizar el tratamiento mas eficiente de desinfeccion vegetal en explantes internodales de V.
corymbosum L. variedad Biloxi.

e Determinar la efectividad de los medios de cultivo Murashige-Skoog (MS) y Woody Plant
Medium (WPM) en la induccion de raices de arandano variedad Biloxi.

e Identificar la mejor fitohormona ANA y AIB en la fase de enraizamiento in vitro de los

explantes internodales de arandano variedad Biloxi.
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1 Métodos

El trabajo de titulacion fue experimental y se realizo en los laboratorios académicos de la

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

2.2 Analisis del tratamiento mas eficiente de desinfeccion vegetal en explantes internodales de

(V. corymbosum L) variedad Biloxi.

2.2.1 Disefio experimental

Para el proceso de enraizamiento in vitro, se utilizo material vegetal de plantas de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) del cultivar Biloxi, obtenidas del vivero Leplant en la provincia de

Cotopaxi, parroquia Mulalé. Las plantas tenian una edad fisiologica de 41 semanas.

La unidad experimental para la etapa de desinfeccion consisti6 en un frasco de
micropropagacion que contenia 75 ml de diferentes medios de cultivo: Murashige-Skoog (MS) y Woody
Plant Medium (WPM). Cada frasco fue inoculado con cinco explantes previo a ser expuestos a los
tratamientos de desinfeccion tal y como se evidencia en la Tabla 2, y para cada tratamiento se realizaron
cuatro réplicas biologicas experimentales (Wang et al., 2023). Para analizar cada una de las variables
respuesta, se aplicaron tablas de contingencia debido a la naturaleza de los datos (datos cualitativos).
Este analisis se realizo utilizando el software Minitab 22.1.0.0 version de prueba gratuita por 30 dias.

Las variables respuesta a analizar fueron:

Para determinar la variable del porcentaje de contaminacion, se realizaron observaciones
frecuentes de los tratamientos desde el primer dia de siembra hasta 20 dias después. Se utilizo la

siguiente ecuacion:

) ., Numero de explantes contaminados »
% Contaminacion = total de explantes * 100 (Ecuacion 1)

Para la variable del porcentaje de oxidacion, se debe considerar que la necrosis de los explantes esta
directamente relacionada con el estrés que sufre el material vegetal frente a los agentes desinfectantes.
Esta necrosis, expresada como oscurecimiento de los explantes o presencia de tonalidades amarillas, se
evaluo visualmente (Mendez & Abdelnour, 2014; Montesinos et al., 2023) desde ¢l dia de la siembra

hasta 7 dias después. Se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:
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L Numero de explantes oxidados y
% oxidacion = total de explantes * 100 (Ecuacion 2)

El porcentaje de viabilidad se obtuvo al contabilizar los explantes que se establecieron con éxito

desde el dia de siembra hasta los 45 dias posteriores, y se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

S Numero de explantes vivos .
% viabilidad = total de explantes * 100 (Ecuacion 3)

Tabla 2.

Composicion de los tratamientos de desinfeccion.

Tratamientos Desinfectantes Tiempo

A Hipoclorito de sodio 2 % 15 minutos
B Hipoclorito de sodio 1,5 % 20 minutos
Control - -

Nota: Arencibia et al. (2013) y Hine & Abdelnour, (2013).

La eleccion de dos concentraciones de hipoclorito de sodio (1.5% y 2%) y dos tiempos de exposicion
(20 minutos y 15 minutos) se justifico por los siguientes motivos: Estudios previos demostraron que el
uso de hipoclorito de sodio al 3% en variedades como “Biloxi”, Sharpblue, Woodard y Bonita resultaba
en bajos porcentajes de viabilidad y alta oxidacion de los explantes (Angulo et al., 2015; Arencibia et
al,. 2013). Aunque concentraciones de 1.5% de hipoclorito de sodio acompafiadas de otros reactivos
desinfectantes toxicos mostraron una contaminacion del 0%, el uso de estos reactivos presentaba riesgos
para la salud y el medio ambiente (Tejada et al., 2022). Por lo tanto, optamos por concentraciones
moderadas de hipoclorito de sodio evitando otros agentes toxicos para minimizar estos riesgos,
optimizando la desinfeccion y garantizando la viabilidad de los explantes sin comprometer la seguridad

del personal ni el medio ambiente.

2.2.2 Seleccion de los explantes optimos de arandano Biloxi

Para la seleccion de los explantes se siguid la metodologia propuesta por Budau y
colaboradores (2023). Bajo condiciones de completa asepsia, se procedid a eliminar la base de la

planta, la parte apical y las hojas (Anexo 1) de los explantes internodales de arandano, con el objetivo
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de eliminar posibles focos de contaminacion. Esto garantizé la obtencion de plantas sanas, vigorosas y

libres de patogenos.

2.2.3 Desinfeccion del material vegetal fuera de la cimara

El proceso de desinfeccion se ajustd a la metodologia de Arencibia et al., (2013); Hine &
Abdelnour, (2013) con algunas modificaciones. Antes del corte de las estacas, se realizd un
pretratamiento que consistié en lavarlas con agua y jabon comercial, utilizando un cepillo. Luego, se
cortaron estacas de arandano de la variedad Biloxi de 2 cm de longitud, las cuales fueron desinfectadas
con una solucién jabonosa diluida (1:2) y agitadas durante 20 minutos, seguido de un triple enjuague
con agua corriente. Posteriormente, las estacas se sumergieron en una solucion bactericida Trimix
durante 15 minutos con agitacion (anexo 2). Finalmente, se realizaron enjuagues con agua destilada

(Cepeda, 2023).

2.2.4 Desinfeccion del material vegetal dentro de la cabina

Después del tratamiento con el fungicida, se prepararon dos tratamientos, (A) y (B) (anexo 3).
En el primer tratamiento evaluado (A), las estacas fueron sumergidas en hipoclorito de sodio al 2% por
15 minutos. Concluido este periodo, se realizaron tres enjuagues con agua estéril. Seguidamente, los
explantes se incubaron en etanol al 70% durante 1 minutos. En cuanto al segundo tratamiento (B), los
explantes se sumergieron en hipoclorito de sodio al 1,5% por 20 minutos, seguido de una incubacion
en etanol al 70% durante 1 minuto. Una vez concluido el periodo en etanol al 70% para ambos
tratamientos (A) y (B), se realizaron tres enjuagues con agua estéril. Las explantes de los tratamientos
(A) y (B) se colocaron en recipientes estériles para su posterior siembra (Arencibia et al., 2013; Hine

& Abdelnour, 2013).

2.3 Determinacion de la efectividad de los medios de cultivo Murashige-Skoog (MS) y Woody

Plant Medium (WPM) en la induccion de raices de arandano variedad Biloxi

2.3.1 Disefio experimental
Para determinar la eficiencia de los medios de cultivo, se empleé un disefio completamente al

azar con un total de tres tratamientos (Tabla 3). La unidad experimental utilizada fue la misma que se

empled en estudios anteriores (Ornella & De la Cruz, 2019; Wang et al., 2023).
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La formacion de raices se evalué mediante las variables: longitud de las raices (mm), nimero
de raices, porcentaje de enraizamiento y dias necesarios para el proceso de enraizamiento, El tiempo
para la verificacion de las variables fue de 30 dias después de la siembra, segin lo propuesto por Zhou
et al., (2023). Para analizar cada una de las variables de respuesta, se llevo a cabo un analisis factorial
de un solo factor ANOVA. Con el fin de identificar diferencias significativas entre los tratamientos, se
aplico el método d e Tukey con un nivel de significancia del 5%. Este analisis se realiz6 utilizando el

software Minitab 22.1.0.0 version de prueba gratuita por 30 dias.

Numero de explantes brotados

Porcentaje de enraizamiento = *100 (Ecuacion 4)

Total de explantes por tratamiento

En cuanto a la eficiencia en el establecimiento de explantes internodales se utilizo lo descrito
por Guaman, (2022) con ciertas modificaciones, las variables a evaluar seran; longitud de brote,

numero de hojas por explantes.
e Longitud del brote (mm)

Para la media de esta variable, se tomaron como medida los tamafios de los brotes que se fueron

desarrollando a lo largo de las semanas.
Longitud de brote = Longitud final — Longitud inicial (Ecuacion 5)

e Numero de hojas por explantes, esta variable se registrara cada 7 dias durante el periodo de

experimentacion.

Tabla 3.

Condiciones de tratamientos.

Tratamientos Medio de cultivo
1 Murashige-Skoog (MS)
2 Woody Plant Medium (WPM)
Control negativo Agar

2.3.2 Preparacion de medios de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo Woody Plant Medium (WPM) y Murashine & Skoog
(MS) se ejecutaron siguiendo la metodologia de los estudios de Menenses et al., (2022) con
modificaciones y Harutyunyan et al., 2022, respectivamente. Los medios fueron pesados y
suplementados con 30 g/L de sacarosa. Con ayuda del potenciometro, el pH se ajust6 a 5,2 con NaOH

(IN) y HCI1 (IN). Los medios se solidificaron con 7 g/L de agar vegetal.
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El proceso de esterilizacion de los medios de cultivo se llevo a cabo en la autoclave durante 20
minutos a 121°C. Los frascos de cultivo, hechos de vidrio Soda-Cal-Silice resistente a altas

temperaturas, facilitaron su esterilizacion en la autoclave bajo las condiciones mencionadas.

En la cabina de flujo laminar y cerca de un mechero, se vertieron 75 ml de los medios en frascos
estériles (anexo 4, A). Posteriormente, se cubrieron los frascos con papel film y se dejaron reposar

durante 7 dias para observar la posible contaminacion.

2.3.3 Preparacion de material vegetal

Para este apartado los esquejes tuvieron la misma longitud de 2 cm, y se desinfectaron con los

tratamientos A y B.

2.3.4 Siembra de explantes internodales

En la cabina de flujo laminar y cerca del mechero, se introdujeron explantes internodales de 2
cm de largo en los frascos con los diferentes medios de cultivo MS y WPM (Anexo 4, B). Es importante
sefalar que, antes de la introduccidon de cada explante, las pinzas se esterilizaron en el mechero con
alcohol al 96%, hasta alcanzar un color incandescente.

Una vez introducidos los cinco esquejes en cada unidad experimental, se flameod la boca del
frasco y se cubri6 con papel film, el cual fue expuesto a luz UV. Finalmente, los cultivos se trasladaron
al estante de micropropagacion a una temperatura de 25 = 2 °C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz

y 8 horas de oscuridad (Wang et at., 2023).

2.4. Identificacion de la mejor fitohormona ANA y AIB en la fase de enraizamiento in vitro de los

explantes de arandano variedad Biloxi.

2.4.1 Disefio experimental
Para determinar la fitohormona mas efectiva, se analizaron tratamientos combinados

apreciables en la Tabla 4. Al igual que en los métodos anteriores, se empled una unidad experimental

consistente en 75 ml de medio de cultivo combinado con fitohormonas.
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Para evaluar las variables de respuesta, se siguieron los métodos descritos por Zhou et al.,
(2023). Las variables evaluadas fueron: longitud de las raices (mm), dias necesarios para el proceso de
enraizamiento, numero de raices y porcentaje de enraizamiento (Lopez et al., 2017). Los datos se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, utilizando el software Minitab
22.1.0.0 version de prueba gratuita por 30 dias. Para identificar diferencias significativas entre los

tratamientos, se aplicd la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5%.

Tabla 4.

Condiciones de tratamientos.

Variables
Tratamientos
Medio de cultivo Fitohormona

1 WPM ANA

2 MS ANA

3 WPM AIB

4 MS AIB
Control negativo WPM -
Control negativo MS -

Nota: Murashige-Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM), acido indolbutirico (AIB), acido
naftalenacético (ANA).

2.4.2 Preparacion de medios de cultivos combinado con fitohormonas acido Indolbutirico (AIB)

y acido naftalenacético (ANA)

Los medios de cultivo se prepararon segin lo descrito en el apartado 2.3.1. La diferencia radica
en que la suplementacion con las fitohormonas AIB y acido naftalenacético (ANA) se realizoé antes del
ajuste del pH del medio de cultivo. La dosis de fitohormonas afiadida fue de 1,5 mg/L, de acuerdo con

el estudio de Harutyunyan y colaboradores (2022).

2.4.3 Preparacion del material vegetal

Los esquejes de 2 cm de longitud procedieron de las plantas con las mismas condiciones
iniciales. Estos se desinfectaron con los tratamientos A 'y B, descritos en los aparatados 2.1.3. y

2.1.4, respectivamente antes de su introduccion en las unidades experimentales.
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2.4.4 Siembra de explantes

Dentro de la cabina de flujo laminar y cerca de un mechero, se sembr6 el material vegetal en
frascos que contenian medio y fitohormonas: MS - AIB, MS - ANA, WPM - AIB y WPM - ANA.
Posteriormente, se flamearon los frascos inoculados y se cubrieron con papel film. Finalmente, se
trasladaron al estante de micropropagacion a 25 =+ 2 °C (anexo 5), con un fotoperiodo de 16 horas luz/8

horas oscuridad (Wang et at., 2023).
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CAPITULO IIL.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Desinfeccion de explantes internodales de Vaccinium corymbosum L. cultivar Biloxi

En la Tabla 5 se observan los resultados para la aplicacion de los diferentes tratamientos de

desinfeccion con su respectiva variable de respuesta.

Tabla 5.
Porcentajes de contaminacion, oxidacion y viabilidad de explantes de Vaccinium corymbosum L.

cultivar Biloxi bajo dos tratamientos de desinfeccion.

Desinfeccion Contaminacion Oxidacion Viabilidad
DO 73,4% 0% 0%
D1 18,0% 15,0% 87,0%
D2 9,0% 7,0% 91,0%

Nota: DO: control negativo. D1: tratamiento de desinfeccion 1 (Hipoclorito de sodio 1,5%) y D2:

tratamiento de desinfeccion 2 (Hipoclorito de sodio 2%).

Se lograron porcentajes destacados de contaminacion, libre de oxidacion y alta viabilidad con
el tratamiento de desinfeccion 2 (D2), por ende, resultd ser el mas efectivo. En términos de
contaminacion, este tratamiento registré un porcentaje del 9%, mientras que el tratamiento D1 mostr6
un nivel de contaminacion del 18%. Adicionalmente, el tratamiento D2 exhibid resultados favorables
en cuanto a la viabilidad celular con un 91% y en la oxidacién con un 7%. Los datos cualitativos
obtenidos fueron analizados mediante el método estadistico descriptivo de tablas de contingencia, lo
que permiti6 inferir una diferencia significativa entre los tratamientos de desinfeccion, confirmando que

el tratamiento 2 es el mas efectivo (Anexo 6, 7, 8).

3.1.1 Contaminacion

El elevado porcentaje de tratamientos sin contaminacion microbiana (D1 y D2) se pudo deber
al uso del agente desinfectante hipoclorito de sodio (NaOCl), conocido por su alta capacidad oxidativa,
que puede reaccionar quimicamente con los compuestos constituyentes de los microorganismos (Jones
& Joshi, 2021). El mecanismo de accion de este desinfectante consiste en la destruccion de la pared y
la membrana celular, extendiéndose posteriormente hacia el interior de la célula microbiana y afectando
el material genético (ADN o ARN), lo cual induce la muerte celular (Yoo, 2018). La efectividad

bactericida de NaOCI depende del tiempo de exposicién y concentracion; mantener un equilibrio
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adecuado entre estos factores es crucial al aplicarlo sobre el material vegetal, ya que cualquier
descompensacion puede tener un impacto negativo en la tasa de supervivencia de los explantes

vegetales (Zabed et al., 2019).

Se observa una notable reduccion en la tasa de contaminacion (9%) en los explantes tratados
con una concentracion del 2% de NaOCI (Figura 1). Este hallazgo concuerda con los resultados
presentados por Ahmadpoor et al. (2022) en su investigacion con explantes de Melia azedarach L. Sin
embargo, es importante destacar que Ahmadpoor y sus colaboradores utilizaron dos agentes
desinfectantes diferentes: inicialmente con perdxido de hidrogeno (H>0,) y luego NaOCIl. Los
resultados de este trabajo destacan que puede ser necesario emplear un unico agente desinfectante para

lograr una reduccion significativa en la tasa de contaminacion.

i CONTAMINACION

B No presencia MO
B Presencia MO

% CONTAMINACION

Desinfeccion 0 Desinfeccion 1 Desinfeccion 2

DESINFECCION

Figura 1. Porcentaje contaminacion de explante de Vaccinium corymbosum L. cultivar Biloxi con

diferentes tratamientos de desinfeccion.

Nota: MO (Microorganismos), desinfeccion 0 (tratamiento control), desinfeccion 1 (Hipoclorito de

sodio 1,5%) y desinfeccion 2 (Hipoclorito de sodio 2%).

Existen protocolos de desinfeccion que han utilizado una mayor concentracion de agentes
esterilizantes, como el caso de Angulo et al., (2015), quienes aplicaron 3% de NaOCI durante 10
minutos para desinfectar arandanos. En su estudio, observaron niveles de contaminacion del 13% para
Sharpblue, 11% para Delite, 9% para Bonita y 7% para Woodard. Los resultados obtenidos en este

trabajo destacan que el uso de una baja concentracion de NaOCl puede generar resultados favorables,
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ya que se logro un 9% de contaminacion con una dosis menor, aunque con un tiempo de exposicion
mas prolongado. Por otra parte, la presencia de microorganismos en ambos tratamientos de
desinfeccion, como se observa en la Figura 2, lo que podria atribuirse a una contaminacion latente o a
la introduccion accidental de contaminantes durante la transferencia de los explantes de un lugar a otro
(Gammoudi et al., 2022). Otra posible fuente de contaminacion podria ser la falta de mantenimiento
en los filtros HEPA de la cabina de flujo laminar; si no se limpian ni se reemplazan regularmente, pueden
convertirse en trampas microbianas comprometiendo la integridad del medio estéril (Ouyang et al.,

2023).

Figura 2. Tratamientos con hipoclorito de sodio al 2%.
Nota: A) Medio MS con presencia de bacteria B) Medio WPM con presencia de bacteria, a los 20 dias

de la siembra de los explantes.

3.1.2 Oxidacion y viabilidad

Los tratamientos biologicos presentaron niveles altos de oxidacion y viabilidad al aplicar el
método de desinfeccion 2 apreciable en la Figura 3. El tratamiento D2 destacd con un 7% en oxidacion
y 91% de viabilidad, a diferencia del tratamiento D1, que registro un 15 % y 87% de oxidacion y
viabilidad respectivamente. Se destaco la eficiencia del tratamiento D2 al compararlo con el grupo

control.
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Figura 3. Porcentaje de oxidacion y viabilidad de explantes de Vaccinium corymbosum L. cultivar Biloxi con dos tratamientos de desinfeccion.
Nota: A) Oxidacion, B) Viabilidad. Desinfeccion 0 (tratamiento control), desinfeccion 1 (Hipoclorito de sodio 1,5%) y desinfeccion 2 (Hipoclorito de sodio

2%).
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La desinfeccion del tratamiento D1 mostré una baja tasa de supervivencia y alta oxidacion,
alcanzando el 87% y el 15% respectivamente. Este fenomeno se pudo deber a que la oxidacion es una
respuesta vegetal frente a la exposicion a factores de estrés abioticos y bidticos, lo que provoca la muerte
celular y la pérdida completa del explante (Mansoor et al., 2022). Para prevenir la oxidacion, es crucial
considerar el grado de abrasion de los agentes desinfectantes y el tiempo de exposicion de los explantes
al NaOCI, con el fin de minimizar la expresion de genes relacionados con la autofagia (Azofeifa, 2008).
Ademas, el dafio mayormente se atribuye a los efectos del ion sodio (Na*), que normalmente no esta
presente en las plantas. Por otro lado, la viabilidad esta influenciada por caracteristicas propias de los
explantes vegetales, como su edad fisiologica, ya que los explantes mas maduros tienden a sufrir menos

efectos fitotoxicos y presentan una mayor tasa de supervivencia (Rafiq et al., 2021).

En el estudio de Angulo et al., (2015), se menciona que diversas variedades de ardndano
(Sharpblue, Woodard, Delite y Bonita) fueron desinfectadas con NaOCl al 3% durante 10 minutos, lo
que resultd en un porcentaje de oxidacion del 26,5% y una contaminacion del 17,5%. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion, se empled concentraciones mas bajas de NaOCl, D1 (1,5%, 20
min) y D2 (2 %, 15 min), donde los porcentajes de oxidacién mostraron un comportamiento similar a
los obtenidos por Angulo y colaboradores: D1 (15 %) y D2 (7 %), acompafiados de una contaminacion
del 18% y 9%, respectivamente. En cuanto a la viabilidad, se observo que el uso de NaOCl al 1,5%
produjo resultados favorables para los explantes, similares a los reportados por Tejada et al., (2022)
que en su estudio emplearon NaOCIl al 1,5% en varias variedades de arandanos, obteniendo una
viabilidad del 86,67% (Biloxi) y 93,33% (Bluecrop). Es importante considerar que los resultados

pueden variar debido a la adicion de otro agente desinfectante (HgCl, 0,1%) y al tiempo de inmersion.

La viabilidad de los explantes tratados con una concentracion del 2% de NaOCl, se observo un
91% de viabilidad. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Angulo et al., (2022),
quienes lograron un 99,65% de viabilidad al trabajar con explantes de Melia azedarach L. Es importante
destacar que la diferencia en los porcentajes de viabilidad puede atribuirse al uso de diferentes agentes
desinfectantes (NaOCl y H»0,). En nuestro estudio, se emple6 unicamente NaOCI. La naturaleza de
estos resultados estd directamente relacionada con el genotipo de la variedad, la concentracion de
agentes desinfectantes y los tiempos de inmersion, lo que subraya la obtencion de resultados mas

favorables con concentraciones bajas de NaOCI.

La baja oxidacion se tradujo en una elevada viabilidad de los explantes pues la oxidacion dafia
y altera las funciones celulares de material vegetal comprometiendo negativamente su capacidad de
supervivencia, regeneracion organos (Zhang et al., 2015). Las moléculas ROS en la etapa de
regeneracion vegetal pueden provocar una nula o menor tasa de respuesta vegetal ya sea en la induccion

de callo, raices u de otro 6rgano (Gammoudi et al., 2022).
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3.2 Medios de cultivo efectivos para la estimulacion celular de explantes de Vaccinium

corymbosum L. cultivar Biloxi

En la Tabla 6 se presentan los resultados de las variables respuesta después de 3 semanas, tales
como el numero de hojas y la longitud del brote, utilizando dos tipos de medios de cultivo: MS (Medio

Murashige y Skoog) y WPM (Woody Plant Medium).

Tabla 6.
Numero de hojas y longitud del brote en los explantes de Vaccinium corymbosum L. cultivar Biloxi

en el transcurso de la segunda, cuarta y sexta semana.

Semana 2 Semana 4 Semana 6
Tratamientos N° Longitud N°e Longitud del Ne Longitud
hojas del brote hojas brote (cm) hojas del brote

(cm) (cm)

TO Control (-) - - - - - -

T1 (MS-D1-ANA) 0 0,006 1 0,124 2 0,476
T2 (MS-D1-AIB) 2 0,416 5 0,604 7 1,132
T3 (MS-D2-ANA) 0 0,044 2 0,248 5 0,508
T4 (MS-D2-AIB) 2 0,160 2 0,372 5 0,692
TS (WPM-D1-ANA) 1 0,107 3 0,284 6 0,588
T6 (WPM-D1-AIB) 3 0,544 6 1,060 8 1,332
T7 (WPM-D2-ANA) 0 0,040 2 0,236 4 0,428

T8 (WPM-D2-AIB) 5 0,676 9 2,116 13 3,288

Nota: Medio Murashige y Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM), Desinfeccion 1 (D1),
Desinfeccion 2 (D2), acido naftalenacético (ANA), acido indol indolbutirico (AIB).

El tratamiento que mostré6 mayor estimulacion celular en términos de longitud del brote y
numero de hojas fue el T8 (WPM-D2-AIB), el cual registr6 una media de 13 hojas y una longitud de
brote de 3,288 cm. En contraste, el tratamiento con la menor cantidad de hojas fue el T1 (MS-D1-ANA),
con una media de 2 hojas, mientras que el T7 (WPM-D2-ANA) presentd la menor longitud de brote,
con un valor de 0,428 cm, como se muestra en las Figuras 4, 5 y 6. Los controles utilizados fueron agar

sin medio de cultivo: AGAR-ANA-D1, AGAR-ANA-D2, AGAR-AIB-D1 y AGAR-AIB-D2.
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Figura 4. Tratamientos con medio de cultivo WPM (Tercera Semana).

Nota: Tratamientos A) WPM-D1-AIB, B) WPM-D2-AIB, C) WPM-D1-ANA, D) WPM-D2-ANA.

Figura 5. Tratamientos con medio de cultivo MS (Tercera semana).

Nota: Tratamientos A) MS-D1-AIB, B) MS-D2-AIB, C) MS-D1-ANA, D) MSA-D2-ANA.
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Figura 6. Desarrollo de hojas y altura de los brotes en los diferentes tratamientos biologicos a la segunda semana, cuarta semana y sexta semana despu¢s de la

siembra de explantes.

Nota: A) Numero de hojas, B) Longitud de brote. Semana 2 (S2), Semana 4 (S4), Semana (S6), Medio Murashige y Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM),
Desinfeccion 1 (D1), Desinfeccion 2 (D2), acido naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (AIB).
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Durante un periodo de dos, cuatro y seis semanas, se registraron resultados positivos en
tratamientos combinados con dos medios de cultivo, MS y WPM. Se evidenci6 un avance en el nimero
de hojas y en la longitud de los brotes, mostrando un desarrollo progresivo de los explantes con el
tiempo. Especialmente notable fue el incremento observado a la sexta semana, donde el tratamiento
WPM-D2-AIB sobresalio en términos de numero de hojas y longitud del brote. Ademas, se subraya la
relevancia de los medios de cultivo en el desarrollo vegetal, dado que los controles no evidenciaron
crecimiento alguno durante las seis semanas. Los datos correspondientes a la sexta semana se ilustran

en la Figura 7, facilitando la visualizacion de las variables de respuesta.

Se aplico el analisis de varianza ANOVA a la variable respuesta, nimero de hojas (Anexos 9y
10), identificando diferencias significativas entre los tratamientos. Mediante la prueba de Tukey, se
clasificaron los datos en tres categorias (A, B, C) segln sus diferencias significativas. En la categoria
A, el tratamiento WPM-D2-AIB present6 una media de 13 hojas, en contraste con la categoria C, donde
el tratamiento MS-D2-ANA mostr6 la media mas baja con 2 hojas. Por otro lado, los tratamientos de la
categoria C mostraron similitudes con los de la categoria A. Respecto a la longitud del brote, se
establecieron dos categorias: el grupo A incluy¢ al tratamiento WPM-D2-AIB con una media mas alta
de 3,288 c¢m, y el grupo B englobd tratamientos con medias menores. Tratamientos como WPM-D1-
AIB, MS-D1-AIB, MS-D2-AIB, WPM-D1-ANA, MS-D2-ANA, MS-D1-ANA y WPM-D2-ANA no
presentaron diferencias significativas entre ellos, pero si con respecto al tratamiento WPM-D2-AIB. No
obstante, los resultados de la sexta semana indicaron que los tratamientos con medio WPM lograron un
promedio superior tanto en nimero de hojas con 8 como en longitud de brote con 1,409 cm; mientras
que los tratamientos con medio MS mostraron resultados inferiores en estas métricas, con un promedio
de 5 hojas y una longitud de brote de 0,702 cm. Esto sugiere que el medio WPM es mas adecuado para

plantas lefiosas.

En tratamientos combinados con el medio Murashige y Skoog (MS), se observo un crecimiento
significativo, aunque lento (Figura 7), en el nimero de hojas y la longitud de los brotes. Phillips &
Garda (2019) mencionan que este fenomeno pudo atribuirse a la elevada concentracion de nitrogeno
en forma de nitrato y amonio, que ralentiza y perjudica el desarrollo y metabolismo de los tejidos
vegetales en los medios de cultivo. Dichas concentraciones elevadas disminuyen el potencial osmoético
del medio, lo que restringe la hidratacion 6ptima de los brotes e impide la absorcion adecuada de agua

y nutrientes (Campos et al., 2020).
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Figura 7. Desarrollo de hojas y longitud de brotes en los diferentes tratamientos biologicos a la sexta semana después de la siembra de explantes.

Nota: A) Numero de hojas B) Longitud de brotes. Las letras A, B, C sobre las columnas indican grupos de datos con diferencias significativas

(Tukey's HSD p < 0,05).
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Los resultados obtenidos con el medio WPM resaltaron por su eficiencia en cuanto al numero
de hojas y longitud del brote. Este medio es reconocido como 6ptimo para la micropropagacion de
plantas lefiosas, como el arandano (Tetsumura et al., 2008). Esta compuesto por sulfato de amonio
((NH4)2S04) o nitrato de amonio (NH4sNO3) como fuente de nitrogeno (N). Otros medios contienen la
fuente de N como un compuesto individual, lo cual puede afectar el pH del medio y la zona intracelular
de los explantes, provocando inhibicién morfogenética (Ramage & Williams, 2002). Esta diferencia
en la composicion del nitrégeno resulta en una respuesta celular mas baja, aunque también es importante

considerar el genotipo vegetal (Phillips & Garda, 2019).

Ademés, Phillips & Garda (2019) junto con Correia et al. (2024) sefialan que el contenido
total de nitrogeno (N) y nitrato de amonio (NH4NO3) en el medio WPM es menor en comparacion con
el medio Murashige y Skoog (MS). De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo un crecimiento
lento en hojas y brotes. Los estudios indican que este retraso se debe a la elevada concentracion de
nitroégeno, la cual afecta los procesos fisiologicos importantes como la fotosintesis y la diferenciacion

celular (Wada et al., 2015).

Campos y sus colaboradores (2020), en su estudio resalta el medio WPM como el mas
eficiente para el cultivo in vitro de caoba, registrando un maximo de 5 hojas y una longitud del brote de
7,20 mm a los 50 dias del cultivo. Estas observaciones surgieron al comparar los resultados obtenidos
al emplear medios MS, WPM y HLM (High Linght Medium). Estos hallazgos contrastan con los
obtenidos en este trabajo, donde se registré una tasa maxima de 13 hojas y una longitud de brote de
3,288 cm después de 50 dias. Por otro lado, el medio MS no fue tan satisfactorio para el desarrollo de
organos vegetales. En cultivos de plantas lefiosas se recomienda comunmente usar 2 MS; sin embargo,
en este trabajo se utilizo MS completo, caracterizado por su alta concentracion de sales. Esta alta
concentracion puede ser problematica para plantas lefiosas, ya que tienden a mostrar fitotoxicidad ante

niveles elevados de sales, como sugieren Phillips & Garda (2019).

3.3 Fitohormonas ANA y AIB como inductores de enraizamiento de explantes de Vaccinium

corymbosum L. cultivar Biloxi

Los resultados del porcentaje de enraizamiento a las seis semanas se presentan en la Tabla 7, donde se
ilustran los efectos de la aplicacion de dos fitohormonas: acido naftalenacético (ANA) y acido

indolbutirico (AIB).
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Tabla 7.

Porcentajes de enraizamiento de los diferentes tratamientos biologicos.

Tratamientos Porcentajes de Numero de raices  Longitud de raiz

enraizamiento (cm)

T1(WPM-D2-AIB) 84,00" 11,76 3,24
T2(WPM-D1-AIB) 64,008 8,69 2,43
T3(WPM-D2-ANA) 60,0048 8,07 1,32
T4(MS-D2-AIB) 60,0048 8,38 1,55
T5(WPM-D1-ANA) 56,0048 7,13 0,89
T6(MS-D1-AIB) 52,0048 7,00 1,44
T7(MS-D2-ANA) 48,0048 6,20 1,27
T8(MS-D1-ANA) 36,008 4,77 0,77

Nota: Las letras A y B sobre los porcentajes indican grupos de datos con diferencias significativas

(Tukey's HSD p < 0,05).

El analisis estadistico ANOVA (Anexo 11) revelo diferencias significativas entre los distintos
tratamientos con fitohormonas. La prueba de Tukey al 5% identificé dos grupos de datos (A y B). El
grupo A incluy®¢ los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS5, T6 y T7, mientras que el grupo B estuvo compuesto
por los tratamientos T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8. Los tratamientos T1 (WPM-D2-AIB) y T8 (MS-D1-
ANA) mostraron diferencias estadisticas significativas, siendo el tratamiento T1 el que present6é un

promedio de enraizamiento superior del 84%.

El 4cido indolbutirico (AIB) facilita el enraizamiento adventicio en esquejes de plantas lefiosas
Rios et al. (2022), resalta su eficacia debido a la conversion de AIB a acido indol-3-acético (AIA), que
esta directamente relacionado con la expansion celular en la raiz y los pelos radiculares. Ademas, se ha
observado la presencia de 0xido nitrico peroxisomal, que también promueve el desarrollo radicular
(Khan et al., 2023; Pincelli et al., 2024). Una hipdtesis sugiere que el nivel de enraizamiento esta
vinculado a la estructura tisular de los tallos; por ejemplo, se cree que el desarrollo de raices comienza
por la desdiferenciacion de células en la zona del parénquima cortical como respuesta al corte para la

extraccion de explantes (Santos et al., 2024).

La fitohormona AIB ha mostrado una mejor tasa de enraizamiento en explantes, coincidiendo
con el estudio de Harutyunyan et al., (2022), donde explantes de Vaccinium myrtillus y Vaccinium
uliginosum alcanzaron un 96,1% de enraizamiento con 1,5 mg/L de AIB en medio MS, con longitudes

de raices de hasta 48 mm y un promedio de 5-7 raices por explante. Le y sus colaboradores (2023),
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trabajaron con un hibrido Vaccinium cv. Blue Suede, que alcanzé un 90% de enraizamiento tras la
aplicacion de 0,5 mg/L de AIB en el medio /2 WPM. De igual manera en el estudio de Guo et al.,
(2019), se trabajo con tres cultivares de V. corymbosum 'Ozarkblue', 'Sierra’ y "Weiwa Kuahuat' con el
medio de cultivo 2 WPM suplementado con las concentraciones de AIB de 0,1 — 2 mg/L, la mayor tasa
de enraizamiento para el cultivar ' Ozarkblue' fue del 97,7% con 0,1 mg/L AIB con lo que se evidencio
un promedio de 6,5 en nimero de raices y en cuanto a longitud estas alcanzaron un valor de 3,5 cm.
Para el cultivar ‘Weiwa Kuahuat’ se evidencid una tasa de enraizamiento del 84% bajo la
suplementacion de 0,5 mg/L de AIB, este cultivar se caracteriz6 por expresar 3 raices en promedio con
una longitud promedio de 3 cm. Por tultimo, el cultivar 'Sierra’ denot6 la mayor tasa de enraizamiento
con un 100% y acompafiada con una media de 5,9 en nimero de raices y una longitud de 3,9 cm. Estos
resultados apoyan la afirmaciéon de Zhou y colaboradores (2023), sobre la independencia genotipica

de las respuestas de enraizamiento.

La baja tasa de enraizamiento observada con la fitohormona acido naftalenacético (ANA) fue
inesperada, ya que existen reportes de altos indices de enraizamiento en estudios anteriores. Por
ejemplo, Zhou y colaboradores (2023), emplearon 2 mg/L de la fitohormona ANA y alcanzaron una
tasa de enraizamiento del 90%. Sin embargo, no especificaron el cultivar de arandano utilizado, lo que
podria influir en los resultados y limitar la comparacion con este estudio. Cada variedad responde de
manera distinta a las fitohormonas, como demostr6 Meneses et al. (2022) quienes lograron un 60% de
enraizamiento en Vaccinium floribundum con 2 mg/L. de ANA, promediando 4,50 raices por planta y
una longitud de 8,10 mm. En el caso de los datos obtenidos en este trabajo, con una concentracion
menor de 1,5 mg/L de ANA, se obtuvo resultados similares, entre el 56% y el 60%, sugiriendo que una
menor concentracion podria ser suficiente para obtener resultados comparables. A pesar de los

resultados positivos, la fitohormona no fue tan eficiente como se esperaba a concentraciones reducidas.

En la sexta semana, los datos presentados en la Tabla 7 y representados en la Figura 8 muestran
diferencias significativas en el porcentaje de enraizamiento entre tratamientos. El tratamiento MS-D1-
ANA (%) tuvo el nivel mas bajo con un 36%, mientras que el tratamiento WPM-D2-AIB (®) alcanzé el
mayor porcentaje con un 84%. Los indices A y B indican diferencias estadisticamente significativas

entre los datos.
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Figura 8. Porcentaje de enraizamiento de arandano Biloxi en diferentes tratamientos bioldgicos.

Nota: La Figura muestra los porcentajes de enraizamiento de los explantes al ser combinados con
diferentes medios (MS y WPM), desinfeccion (D1 y D2) y fitohormonas (AIB y ANA) que estimulan

el enraizamiento.

En cuanto al medio WPM, su eficacia se pudo deber a las cantidades dptimas de sales que en
sinergia con la fitohormona AIB, promovieron la formacion de hojas, la elongacion de brotes y el
desarrollo de raices (Figura 9). La Figura 10 por su parte, corrobor6 los resultados previamente
mencionados, indicando que el mejor tratamiento corresponde a la combinacion del tratamiento con
hipoclorito de sodio al 2% (D2), el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) y la fitohormona

AIB. Esto se atribuye a que D2 reduce de manera significativa los focos de contaminacion.

Figura 9. Raices desarrolladas de los explantes de arandanos.

Nota. A) tratamiento WPM-D2-AIB, B) tratamiento WPM-D1-AIB, C) tratamiento MS-D1-ANA.
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Nota: A) fitohormonas acido indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA) vs desinfeccion 1 (D1), desinfeccion 2 (D2). B) fitohormonas acido indolbutirico

(AIB), acido naftalenacético (ANA) vs medio Murashige y Skoog (MS), Woody Plant Medium (WPM).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El tratamiento mas efectivo para la desinfeccion de los explantes internodales de Vaccinium
corymbosum L. cultivar Biloxi fue el D2. Este consistio en el uso de hipoclorito de sodio al 2%
durante 15 minutos, resultando en una presencia microbiana del 9%, lo cual demuestra una
eliminacion eficaz de los focos de contaminacion. Ademas, este tratamiento presentd una
minima oxidacion del 7% y mantuvo una viabilidad del 91%, indicando que el hipoclorito de
sodio al 2% no afect6 la viabilidad del material vegetal.

Los resultados obtenidos indican que el medio de micropropagacién mdas efectivo para
Vaccinium corymbosum L. cultivar Biloxi es el WPM. Se evidenci6 que, durante un periodo de
dos, cuatro y seis semanas, se registré un avance significativo en el numero de hojas y en la
longitud de los brotes.

La fitohormona con mayor inducciéon de enraizamiento fue el acido indolbutirico (AIB) a una
concentracion de 1,5 mg/L en donde a la sexta semana se obtuvo un 84 % de enraizamiento,
con un nimero de raices de 11,76 por explante y un promedio de 3,24 cm en cuanto a la longitud
de raices.

El proceso de enraizamiento in vitro Optimo para ardndanos involucra el uso del medio de
cultivo WPM, la hormona AIB a una concentraciéon de 1,5 mg/L y una desinfeccion con
hipoclorito de sodio al 2% durante 15 minutos. Estos pardmetros han demostrado ser efectivos
para obtener un enraizamiento adecuado, facilitando el posterior traspaso a sustrato y la

micropropagacion eficiente de plantas de arandano.

4.2 Recomendaciones

La aparicion prematura de callos retrasa la formacion de raices. Por tal motivo, se recomienda

que los callos sean retirados de los explantes inmediatamente después de su aparicion.

Se recomienda que el fotoperiodo sea constante y controlado, ya que la intermitencia de este

genera estrés abiotico en las plantas y, como consecuencia, alteraciones en su fisiologia.

Realizar un mantenimiento en los filtros de las camaras de seguridad biologica, ya que puede

representar un foco de contaminacion.
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Anexos

Anexo 1

Figura 1. Eliminacion de las hojas de arandano.

Anexo 2

Figura 2. Desinfeccion del material vegetal fuera de la cabina de flujo laminar.

Nota: A) Eliminacion de la parte apical de las estacas de arandano Biloxi y corte de los explantes
internodales de 2 cm. B) Desinfeccion de los explantes con agua jabonosa. C) Desinfeccion de los

explantes con el fungicida trimix.
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Anexo 3

Figura 3. Desinfeccion del material vegetal dentro de la cabina de flujo laminar.

Nota: A) Desinfeccion de los explantes internodales con hipoclorito de sodio 1,5% (Tratamiento 1) y

2% (Tratamiento 2), B) Desinfeccion con etanol al 70% seguido con enjuagues con agua estéril.

Anexo 4

Figura 4. Proceso de micropropagacion.

Nota: A) Plaqueo de medios de cultivo MS y WPM dentro de la cdmara de flujo laminar. B) Los
explantes desinfectados se insertaron en los frascos que contenian los diferentes medios de cultivo MS
y WPM, preparados previamente 7 dias antes de la siembra. Finalmente, los envases fueron trasladados

al estante de micropropagacion.
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Anexo 5

Figura 5. Envases de los tratamientos.

Nota: 1) WPM-D1-ANA, 2) WPM-D1-AIB, 3) WPM-D2-ANA, 4) WPM-D2-AIB, 5) MS-D1-ANA,
6) MS-D1-AIB, 7) MS-D2-ANA y 8) MS-D2-AIB, sellados, rotulados y ubicados en el estante de

micropropagacion a 25 + 2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8h oscuridad.
Anexo 6. Analisis estadistico de desinfeccion combinada con contaminacion.

TABLA CRUZADA DESINFECCION*CONTAMINACION

CONTAMINACION
No presencia
MO Presencia MO Total
DESINFECCION DO Recuento 17 47 64
% dentro de 26,6% 73,4% 100,0%
DESINFECCION
D1 Recuento 82 18 100
% dentro de 82,0% 18,0%  100,0%
DESINFECCION
D2 Recuento 91 9 100
% dentro de 91,0% 9,0%  100,0%
DESINFECCION
Total Recuento 190 74 264
% dentro de 72,0% 28,0%  100,0%
DESINFECCION
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Anexo 7. Tabla cruzada de desinfeccion combinada con oxidacion

TABLA CRUZADA DESINFECCION*OXIDACION

OXIDACION
No oxidado  Oxidado Total
DESINFECCION DO Recuento 40 0 40
% dentro de DESINFECCION 62,5% 0% 62,5%
D1 Recuento 85 15 100
% dentro de DESINFECCION 85,0% 15,0% 100,0%
D2 Recuento 93 7 100
% dentro de DESINFECCION 93,0% 7,0% 100,0%
Total Recuento 218 46 264
% dentro de DESINFECCION 82,6% 17,4% 100,0%
Anexo 8. Tabla cruzada de desinfeccion con viabilidad.
TABLA CRUZADA DESINFECCION*VIABILIDAD
VIABILIDAD
No Viable Viable Total
DESINFECCION DO Recuento 64 0 64
% dentro de DESINFECCION 100,0% 0,0% 100,0%
D1 Recuento 13 87 100
% dentro de DESINFECCION 13,0% 87,0% 100,0%
D2 Recuento 9 91 100
% dentro de DESINFECCION 9,0% 91,0% 100,0%
Total Recuento 86 178 264
% dentro de DESINFECCION 32,6% 67,4% 100,0%

Anexo 9. Analisis ANOVA del nimero de hojas a la sexta semana.

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Factor 7 326,7 46,671 7,99 0,000
Error 32 186,9 5,840
Total 39 513,6
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MEDIAS

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
MS-D1-AIB 1 5 6,52 2,87 (4,32; 8,72)
MS-D2-AIB 1 5 6,040 0,876  (3,839; 8,241)
MS-DI1-ANA 1 5 2,200 1,175  (-0,001; 4,401)
MS-D2-ANA 1 5 4,520 1,921  (2,319; 6,721)
WPM-D1-ANA 1 5 5,560 1,951  (3,359;7,761)
WPM-D2-ANA 1 5 3,680 1,137 (1,479; 5,881)
WPM-D1-AIB 1 5 7,72 5,06 (5,52;9,92)
WPM-D2-AIB 1 5 12,320 1,375 (10,119; 14,521)

Desv.Est. agrupada = 2,41651

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
WPM-D2-AIB 5 12,320 A
WPM-D1-AIB 5 7,72 A B
MS-DI1-AIB 5 6,52 B C
MS-D2-AIB 5 6,040 B C
WPM-D1-ANA 5 5,560 B C
MS-D2-ANA 5 4,520 B C
WPM-D2-ANA 5 3,680 B C
MS-D1-ANA 5 2,200 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 10. Andlisis ANOVA de longitud de brote a la sexta semana.
ANALISIS DE VARIANZA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 7 32,232 4,6046 16,89 0,000

Error 32 8,724 0,2726

Total 39 40,956

MEDIAS
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Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

MS-DI-AIB 5 1,132 0,632 (0,656; 1,608)
MS-D2-AIB 50,6920 0,1188  (0,2164; 1,1676)
MS-DI-ANA 5 04760 0,2002  (0,0004; 0,9516)
MS-D2-ANA 50,5080 0,2096  (0,0324; 0,9836)
WPM-DI-ANA 50,5880 0,792 (0,1124; 1,0636)
WPM-D2-ANA 50,4280 0,1775  (-0,0476; 0,9036)
WPM-DI-AIB 5 1,332 1,157 (0,856; 1,808)

WPM-D2-AIB 5 3,288 0,530 (2,812; 3,764)

Desv.Est. agrupada = 0,522125

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
WPM-D2-AIB 5 3,288 A
WPM-D1-AIB 5 1,332 B

MS-DI1-AIB 5 1,132 B
MS-D2-AIB 5 0,6920 B
WPM-D1-ANA 5 0,5880 B
MS-D2-ANA 5 0,5080 B
MS-D1-ANA 5 0,4760 B
WPM-D2-ANA 5 0,4280 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 11. Analisis ANOVA de porcentaje de enraizamiento.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 7 6710 958,6 2,78 0,022
Error 32 11040 345,0

Total 39 17750
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MEDIAS

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
MS-D1-AIB 5 52,00 10,95 (35,08; 68,92)
MS-D2-AIB 5 60,00 14,14 (43,08; 76,92)
MS-D1-ANA 5 36,0 26,1 (19,1; 52,9)
MS-D2-ANA 5 48,00 17,89 (31,08; 64,92)
WPM-D1-ANA 5 56,00 16,73 (39,08; 72,92)
WPM-D2-ANA 5 60,00 14,14 (43,08; 76,92)
WPM-D1-AIB 5 64,0 26,1 (47,1; 80,9)
WPM-D2-AIB 5 84,00 16,73 (67,08; 100,92)

Desv.Est. agrupada = 18,5742

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
WPM-D2-AIB 5 84,00 A
WPM-DI1-AIB 5 64,0 A B

WPM-D2-ANA 5 60,00 A B
MS-D2-AIB 5 60,00 A B
WPM-DI1-ANA 5 56,00 A B
MS-D1-AIB 5 52,00 A B
MS-D2-ANA 5 48,00 A B
MS-D1-ANA 5 36,0 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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