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Resumen

El consumo y la demanda del fruto del arandano (Vaccinium corymbosum L) durante los
tltimos afos ha incrementado a nivel mundial. Ecuador presenta condiciones climéticas
favorables para el desarrollo de este cultivo. La propagacién de la planta se realiza por
esquejes o semillas, esta técnica es lenta e ineficiente, razones por lo que se busca una
técnica alternativa, siendo esta el cultivo de tejidos in vitro. El proyecto tiene como objetivo
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil
adenina (2iP) en la multiplicacién in vitro de Vaccinium corymbosum L(ardndano) cvs. Biloxi
y Emerald. Se realiz6 la evaluacion de dos protocolos de desinfeccién con hipoclorito de sodio
al 3% y 5%. Posteriormente se realizaron dos experimentos independientes uno para cada
cultivar, con un disefio completamente al azar (DCA), con 6 tratamientos y 1 testigo con los
biorreguladores BAP y 2iP en tres diferentes concentraciones 0,5%, 1,0% y 2,0%, se
analizaron las variables: niUmero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas. Se obtuvo
como resultado que el hipoclorito de sodio (5%) durante 5 minutos presento menor
contaminacion de los explantes, por otra parte, las diferentes concentraciones de los
biorreguladores utilizados no promovieron la multiplicacion de brotes, pero indujeron
crecimiento y desarrollo de la yema. El 2iP a una concentracion de 0.5% presento mayor
namero de explantes desarrollados y nimero de hojas en los dos cultivares y presento una

mayor longitud de yema solo en el cv. Biloxi.
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Abstract

The consumption and demand of the blueberry fruit (Vaccinium corymbosum L) during the last
years has increased worldwide, Ecuador presents favorable climatic conditions for the
development of this crop. The propagation of the plant is done by cutting or seeds, this
technique is slow and inefficient, reasons why an alternative technique is sought, this being
the culture of tissues in vitro. The project aims to evaluate the effect of different concentrations
of 6-Benzylaminopurine (BAP) and 2-isoPentyl adenine (2iP) on the in vitro multiplication
of Vaccinium corymbosum L(blueberry) cvs. Biloxi and Emerald. Two disinfection protocols
with sodium hypochlorite at 3% and 5% were evaluated. Subsequently, two independent
experiments were carried out, one for each cultivar, with a completely randomized design
(DCA), with 6 treatments and 1 witnees with the bioregulators BAP and 2iP in three different
doses 0,5%, 1,0% and 2,0% the variables were analyzed: number of shoots, length of shoots
and number of leaves. It was obtained as a result that sodium hypochlorite (5%) for 5 minutes
presented less contamination of the explants, on the other hand, the different doses of the
bioregulators used did not promote the multiplication of shoots, but if induced in the growth
and development of the yolk. The 2iP at a concentration of 0.5% presented a greater number
of explants developed and number of leaves in the two cultivars and presented a longer length

of yolk only in cv. Biloxi.
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Introduccién
El arandano (Vaccinium corymbosum L) es el cuarto fruto de interés econémico a nivel
mundial debido a sus propiedades nutricionales, por ser una fuente importante de
antioxidantes y vitamina C, potasio, hierro, calcio, beneficiosas para la salud (Jiménez &
Abdelnour, 2013).
En el Ecuador este cultivo fue introducido en el afio 2015 desarrollandose adecuadamente,
presentando mejores caracteristicas en el tamafio y en los grados brix, ademas, las
condiciones climéticas que tiene el pais permiten que la planta produzca todo el afio
(Gonzales, 2018).
Durantelos ultimos afios se ha incrementado notablemente la demanda del fruto en el pais,
asimismo, presenta una alta rentabilidad y al ser un cultivo relativamente nuevo no presenta
mucha competencia, lo cual ha motivado su desarrollo (Gonzales, 2018).
La produccion de arandano en la Sierra ecuatoriana promete ser una alternativa técnica viable
gue podria satisfacer la demanda existente del producto, asi como una fuente importante de
ingresos para los agricultores.
La propagacién del cultivo se realiza de manera tradicional sexual por semillas y asexual
atreves de estacas, acodos, sin embargo, esta técnica es lenta e ineficiente no garantiza un
buen enraizamiento y permite la proliferacién de plagas y enfermedades lo que genera plantas
de baja calidad, perdidas en la produccion y bajos rendimientos (Jiménez & Abdelnour, 2017).
La micropropagacion es un método alternativo para la propagacion de plantas y su principal
objetivo multiplicar de manera masiva y en un espacio reducido plantas sanas libres de
patégenos en un menor tiempo y genotipicamente uniformes, para satisfacer la demanda
(Jiménez & Abdelnour, 2017), a través del cultivo de fracciones de 6rganos y tejidos de tallos,
raices, embriones, entre otros las yemas son las mas usadas como explante y para su
obtencién es necesario mantener a las plantas madre o donantes bajo condiciones
controladas, con un adecuado manejo de riego y nutricion (Roca & Mroginski, 1993).
El medio de cultivo proporciona nutrientes que los explantes necesitan para su desarrollo
siendo el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) para el cultivo de plantas lefiosas y
en especies que son sensibles a la salinidad (Martinez & Tejacal, 2015). El uso de estos
medios de cultivo con diferentes dosis de hormonas como citoquininas inciden en la formacion
de brotes y raices de diversas especies, siendo usadas la 6-bencilaminopurina (BAP) y 2-
isoPentil adenina (2iP) (Larson & Rios, 2017).

Rosa Angelica Cabrera Castro — Daisy Verdnica Guaman Guamanrrigra
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil
adenina (2iP) en la multiplicacion in vitro de Vaccinium corymbosum L(arandano) cvs. Biloxi

y Emerald.

Objetivos especificos
e Evaluar dos protocolos de desinfeccion para el establecimiento in vitro de brotes de
microestacas de arandanos.
e Determinar el efecto de tres concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-
isoPentil adenina (2iP) en la multiplicacion in vitro de brotes de microestacas de
arandano.

e Evaluar los costos variables de los tratamientos aplicados.

1. Hipotesis

Ho: La aplicacién de los biorreguladores 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil adenina
(2iP) no tiene efecto en el desarrollo de brotes de microestacas de dos variedades arandano
Biloxi y Emerald.

Ha: La aplicacion de los biorreguladores 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentiladenina
(2iP) si tiene efecto en el desarrollo de brotes de microestacas de dos variedades arandano
Biloxi y Emerald.

Rosa Angelica Cabrera Castro — Daisy Verdnica Guaman Guamanrrigra
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Revisidn bibliogréfica
2.1 Origen del arandano
El arAndano (Vaccinium sp), es un arbusto pequefio de 0,3-4,5 metros de altura, es originario
del hemisferio norte, pertenecientes al género Vaccinium, de la familia Ericacea, cuenta con
450 a 500 especies distribuidas ampliamente alrededor del mundo, las especies con mayor
importancia econémica son V. corymbosum L (highbush) y V. ashei Reade (Brenes et al.,
2015).

2.2 El cultivo de arandano en el Ecuador

El arandano en el Ecuador fue introducido en el afio 2015 las plantas fueron traidas de
Estados Unidos de la variedad Biloxi debido a que esta se adapta a las condiciones climaticas
gue presenta el pais, actualmente se cultiva en la sierra (Gonzales, 2018), principalmente en
la provincia de Pichincha, en el Valle de Guayllabamba, Yaruqui, Valle de los Chillos y
Tabacundo. En Imbabura, en el sector de Natabuela, y en Azuay en el canton Guachapala
(Ochoa, 2021).

Se cultiva usando el método semi hidropénico dentro de fundas negras en invernadero lo que
nos permite sembrar una alta cantidad de plantas en menor espacio y obtener una mayor
produccion, una de las principales ventajas que presenta el Ecuador son las condiciones
climaticas similares durante todo el afio lo que permite tener produccién anual permanente
para ser competitivos con otros mercados internacionales, sin embargo, existen altas
restricciones para la importacién de plantas lo que imposibilita el desarrollo de este negocio
(Ochoa, 2021).

2.3 Morfologia

Raices: Esta especie presenta raices finas y fibrosas que carecen de pelos radicales, se
encuentran hasta los 25 a 30 cm de profundidad la mayoria estan sobre los 36 cm
(Carrera,2012; Gough, 1980).

Hojas: son simples, enteras o aserradas, y ubicadas alternamente a lo largo del tallo. Su
forma varia ampliamente, desde elipticas, espatuladas, ovalolanceoladas u oval. Pueden
tener pubescencia en el envés (Retamales & Hancock, 2012).

Flores: son perfectas y epiginas, ubicadas en racimos simples y emergen de yemas laterales.
Posee nectarios en la base de la flor. Se forma de uno hasta dos racimos por nudo (Gil, 2000).
Fruto: El fruto es botanicamente una baya. Color azul oscuro a negro su tamafio varia segun

las condiciones climéticas, variedad y el manejo que se le dé, presenta una cuticula cerosa
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de hasta 5 ym, contiene de una a 20 semillas, pero se ha reportado hasta 65 (Gough, 1994;
Retamales & Hancock, 2012; Floras, 2009).

2.4 Requerimientos edafoclimaticos

Suelo

El ardndano presenta un 6ptimo desarrollo en suelos con textura arenosa, arcillosa o franco-
arenosa con buen drenaje, el sustrato debe tener un contenido de materia organica de 3% a
5% y 50% de agua (Meléndez & Racines, 2021).

El pH en el suelo es determinante en el éxito del cultivo, obteniendo un buen desarrollo entre
4,4y 5,5 en la produccién de los arandanos, para mantener el pH se recomienda realizar el
riego con fertilizantes de reaccién acida, sin embargo, es importante verificar la acidez del
suelo cada afio, para dotar de buenas condiciones al cultivo y obtener un 6ptimo rendimiento
(Gonzales & Robledo, 2017).

Clima

El arAndano requiere de horas frio para su desarrollo, dependiendo de la variedad su rango
va desde 150 a 1200 horas frio con un umbral de 7 °C en el periodo invernal, durante este
puede soportar heladas presentando dafios en -0,6 °C siendo este un valor critico. Estas
condiciones influyen en la adaptacion de una gran variedad de cultivares de ardndanos
(Gutiérrez & Pefia, 2012).

Terminada la latencia la planta se vuelve susceptible a bajas temperaturas, presentando
dafios en la floracién, proliferacion de enfermedades, afectando la produccién y las altas
temperaturas inciden en la cosecha, el sabor y firmeza del fruto (Gonzales & Robledo, 2017).
Agua

El arandano es muy susceptible al exceso de agua y sensible a su déficit, debido a su sistema
radicular, siendo las caracteristicas del agua un punto crucial para su produccion, este cultivo
es sensible a la salinidad motivo por el que se debe analizar el agua antes de implementar el

sistema de riego (Gonzales & Robledo, 2017).

2.5 Variedades presentes en el Ecuador

Variedad Emerald

Es una variedad temprana altamente productiva con bajos requerimientos de frio,
aproximadamente 250 horas, su fruto es de color azul oscuro de excelente sabor, tiene buena
adaptacion a suelos pesados, presenta resistencia a Phytophthora se puede cosechar
intervalos de 4 o 5 dias y necesita polinizacion cruzada (Garcia et al., 2018).

Variedad Biloxi

La planta presenta tallos erectos, vigorosos y productivos, de bajo requerimiento de frio,

florece y fructifica dos veces al afio, el fruto presenta un tamafio de baya mediano con un
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buen color, sabor, firmeza y madura tempranamente. Esta variedad se requiere
aproximadamente de 350 horas frio, con unatemperatura de 7 °C, entre 16 a 20 °C y maximas

de 30 °C, propagada en un 90% en in vitro (Hernandez, 2014).

2.6 Composicién nutricional del fruto de arandano

El fruto es fuente de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas, contiene: proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales. Su consumo disminuye el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, incide en el crecimiento de células

cancerigenas y diabetes (Meléndez & Racines, 2021).

2.7 Propagacién del ardndano

Segun Read (1987), el arAndano se propaga tradicionalmente por semillas y enraizamiento
de estacas, sin embargo, este método de propagacion presenta una serie de complicaciones,
dentro de las principales estan un bajo porcentaje de enraizamiento, plantas de gran tamafio,
bajo o escaso desarrollo radical, nimero de ramillas limitado. Por estas razones se opté el
uso de la técnica de micropropagacioén in vitro que ha demostrado ser la técnica mas eficiente
al presentar mayor brotacién lateral, lo que genera un incremento en la productividad del

material vegetal (Jiménez & Abdelnor, 2018).

2.8 Micropropagacién

La micropropagacion ha sido desarrollada en los afios 60 y una de sus principales ventajas
es la produccién de plantas en grandes cantidades y la multiplicacion rapida de material clonal
libre de enfermedades (Cafial et al., 2001).

La técnica consiste en la propagacién de plantas en un ambiente artificial controlado
empleando un medio de cultivo adecuado, se realiza a partir de un fragmento de planta
llamado “explante” debido a la propiedad de totipotencia que tienen las células vegetales; la
capacidad que presenta para regenerar una planta completa a partir de una célula cuando

estan sujetas a los estimulos adecuados (Olmos et al., 2010).

2.9 Etapas de la micropropagacion
La micropropagacion para cualquier especie vegetal pasa por 5 fases que son:
Fase 0 seleccion de la planta madre
Al momento de seleccionar la planta madre es muy importante tomar en cuenta ciertas
caracteristicas, como que se encuentre en condiciones sanitarias 6ptimas, con un control
adecuado de la nutricién y riego y con produccion de fruta con calidad y cantidad 6ptimas
(Villalobos y Thorpe, 1991).

Fase 1 Establecimiento del cultivo

Rosa Angelica Cabrera Castro — Daisy Verdnica Guaman Guamanrrigra
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En esta fase la eleccién del medio de cultivo es fundamental. Después de seleccionar la
planta madre, se procede a la recoleccion de los explantes, los cuales pasaran por una
desinfeccion previa y se debe mantener en condiciones asépticas para realizar el
establecimiento in vitro en una camara de flujo laminar (Rosell y Villalobos, 1990).

Fase 2 Multiplicacion

El principal objetivo de esta fase es que el explante genere brotes. En esta fase el medio de
cultivo juega un papel fundamental (Villalobos y Thorpe, 1991).

Fase 3 Enraizamiento

Dependiendo de la variedad en el proceso de enraizamiento de los brotes se requiere la
adicion de biorreguladores a base de auxinas, estas pueden ser 4cido 3- indolacético (AlA),
acido 2-(1-naftalen acético), (ANA) y &cido indol butirico (AIB) (Villalobos y Thorpe, 1991).
Fase 4 Aclimatacion

Esta etapa es muy importante para los cultivos provenientes de propagacion in vitro debido a
gue estas plantas no pueden tolerar el cambio de las condiciones ambientales del tubo de
ensayo al de un invernadero o vivero. Es fundamental que las plantas presenten buena
calidad, para tener un porcentaje mas alto de supervivencia ex vitro. Se debe mantener la
humedad relativa durante 2 a 3 semanas para proteger la planta de la desecacién y permitir

el crecimiento de raices y brotes (Gil et al. 2010).

2.10 Medio de cultivo

El medio de cultivo es una solucién acuosa que garantiza el suministro de nutrientes al

tejido vegetal in vitro compuesto de macro y micronutrientes, vitaminas, aminodcidos,
azucares, agentes gelificantes y reguladores de crecimiento (Perea y Tirado, 2011).
El medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) desarrollado por Lloyd y McCown, 1981
es un medio que presenta una baja concentracion en sales NH4+ (5 mM), NO3- (9,7 mM) y
Cl- (1,3 mM), siendo méas usado para el cultivo de plantas lefiosas y en especies que son
sensibles a la salinidad (Martinez & Tejacal, 2015). Este medio proporciona microelementos
y macroelementos esenciales para el cultivo in vitro (Rathore, 2005).

Segun estudios realizados se ha demostrado que el medio de cultivo WPM es el mas
recomendado para la propagacion de arandano. Tetsumura et al (2008) menciona que el uso
del medio de cultivo en la propagacion in vitro de arandano es importante en el enraizamiento
debido a que esté influencia en la calidad de brotes. Wolfe et al (1983) compararon siete
diferentes medios para la micropropagacién de arandanos Vaccinium corymbosum (cv.
Bluecrop) demostrando que el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd y

McCown, 1980) es el mas apto para el crecimiento de brotes en arandanos.

2.11 Biorreguladores
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Los biorreguladores a base de citoquininas promueven la division y diferenciacion celular,
promoviendo la formacion de brotes y raices de diversas especies de cultivos (Larson & Rios,
2017).

6-bencilaminopurina (BAP)

Este biorregulador sintético a base de Adenina, se encuentra implicado en la mejora de la
proliferacion de brotes y elongacion (Castillo & Carranza, 2020).

Jiménez & Abdelnour en el afio 2017 al evaluar el efecto de tres reguladores del crecimiento
en el medio de cultivo WPM al 50%, BAP (0, 3, 5, 10, 15y 20 mgl-1), Zeatina (0, 0,1, 0.5 mgl-
1), obtuvieron que aquellos explantes cultivados con el uso de BAP en las menores
concentraciones evaluadas (3 y 5 mgL-1) presentaron una brotacion del 23,8% y 12%
respectivamente, por lo contrario los explantes cultivados en mayores concentraciones de
BAP presentaron formacién de callo, observandose los puntos de crecimiento de una
organogénesis indirecta.

2-isoPentil adenina (2iP)

Este biorregulador sintético a base de Adenina, se utiliza para promover el crecimiento, y
multiplicacién de brotes en cultivos actia como regulador aumentando su rendimiento entre
un 20% a 30 % (Castillo & Carranza, 2020).

Hine & Abdelnor (2013), evalu6 el efecto de reguladores de crecimiento tipo citocinina 2iP,
BAP y CPPU en la brotacion de las estacas inmaduras de arandano, en una concentracion
de 2,5 mg |, se obtuvo mejores resultados con 2iP para las variables longitud y cantidad de
hojas de los nuevos brotes en comparacion con el testigo. En la investigacion In vitro of
Vaccinium corymbosum L. realizado por Georgieva & Kondakova (2021) se evalu6 la
regeneracion, propagacion y enraizamiento de 5 variedades de arandano en donde se uso el
medio WPM con 3,0 mg/l de zeatina 'y 2,0 mg/l de 2iP, en donde se encontrd que la zeatina
y el 2iP son esenciales para la multiplicacion efectiva de las 5 variedades de arandano.

En los diferentes estudios que se han realizado se ha podido observar que las
concentraciones bajas de los biorreguladores BAP y 2iP han obtenido mejores resultados,
gue al usar una cantidad mas alta segun Georgieva & Kondakova (2021) una concentracién
de 2mg/l de 2iP, demostré tener buenos resultados, en otra investigacion realizado por Brenes
et al. (2015), en donde se usé la zeatina en concentraciones de 0,5y 1,0 mg/l para promover
la brotacion se encontraron diferencias significativas en el tamafio del macollo, y el nUmero

de brotes de segmentos de cuatro cultivares de arandano.
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Descripcion del area de estudio. El experimento se desarrollé en la Provincia del Azuay,

Cantén Cuenca, en el laboratorio de la facultad de Ciencias Agropecuarias, que se encuentra

ubicada a 2590 m s. n. m. Las plantas madre se obtuvieron de un vivero ubicado en el canton

Guachapala propiedad del Ing. Patricio Ofiate.

UBICACION DEL CANTON CUENCA EN LA PROVINCIA DEL AZUAY

LEYENDA
§75 CANTON CUENCA
& PrROVINCIAAZUAY

NIVERSIDAD 0k CUENCA
cultad de Ciencias Agropecuarias |}

471 Garrera de Agronomia

Figura 1Ubicacion del area de estudio

Fuente: Cabrera, A., Guaman (2022)

3.2 Materiales y equipos

Los materiales que se utilizaron en el proyecto se describen en la siguiente tabla 1.

Tabla 1: Materiales y equipos a utilizar en el proyecto.

Fisicos

Quimicos

Balanza analitica de precision LTJ303
LABOLAN

350 pH meter JENWAY

Cocina eléctrica de 1 hornilla
UE,220V,1000 W

Agua destilada

Hipoclorito de sodio 5%

Alcohol al 70-y 90%

Bioldgicos

Yemas de arandano
variedad Biloxi

Yemas de arandano

variedadEmerald
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Autoclave Thermo scientific Medio WPM

Camara de flujo laminar Reactivos para el medio WPM
Cristaleria Acido clorhidrico 0.1 normal
Pinzas BAP

Bisturi N° 11 2iP

Parafilm Hidroxido de sodio 0.1 normal
Guantes Benomil 500 g/kg

Elaborado por: Cabrera, Guaman. 2022

3.3 Métodos

Para la presente investigacion se analizaron dos protocolos de desinfeccion con hipoclorito
de sodio al 3% y 5% una vez culminado este proceso se obtuvo material vegetal limpio y se
desarrollaron dos experimentos independientes para cada una de las variedades.

En cada experimento se utilizé6 el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) como
tratamiento control, mientras que, los tratamientos a evaluar consistieron en las
combinaciones de los biorreguladores 6-bencilaminopurina (BAP) y 2iP en tres diferentes
concentraciones 0,5; 1,0 y 2,0 mg/L afadidos al mismo medio base WPM.

Consecuentemente, en cada experimento se evaluaron 7 tratamientos.

Tabla 2 Descripcion de los tratamientos en el experimento 1 con la variedad Emerald.

Tratamientos Descripcién Concentracion del Biorregulador
T1E WPM+Emerald 0,00
T2BE WPM+BAP+Emerald 0,50
T3BE WPM+BAP+Emerald 1,00
T4BE WPM+BAP+Emerald 2,00
T52iPE WPM+2iP+Emerald 0,50
T62iPE WPM+2iP+Emerald 1,00
T72iPE WPM+2iP+Emerald 2,00

Elaborado por: Cabrera, Guaman. 2022

Tabla 3 Descripcion de los tratamientos en el experimento 2 con la variedad Biloxi
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Tratamientos Descripcién Concentracion del Biorregulador
T1B WPM+ Biloxi 0,00
T2BB WPM+BAP+ Biloxi 0,50
T3BB WPM+BAP+ Biloxi 1,00
T4BB WPM+BAP+ Biloxi 2,00
T52iPB
WPM+2iP+ Biloxi 0,50
T62iPB WPM+2iP+ Biloxi 1,00
T72iPB WPM+2iP+ Biloxi 2,00

Elaborado por: Cabrera, Guaméan. 2022

Disefio experimental: Para el presente proyecto se realizé dos experimentos independientes
uno para el cv. Emerald y otro el cv. Biloxi se utilizé un disefio completamente al azar (DCA)
con arreglo factorial 2X3, con 7 tratamientos (incluido el control). Se utilizaron 18 repeticiones
(tubos de ensayo). La unidad experimental fue 1 explante en un tubo de ensayo.

Analisis estadistico

Se verificd la normalidad de los datos utilizando la prueba de Shapiro Wilks y para la
homocedasticidad se us6 la prueba de Levene, en caso de cumplir los supuestos de

normalidad y homocedasticidad se procedi6 a realizar el andlisis de varianza ANOVA.

3.4 Desarrollo del proyecto

Elaboraciéon del medio de cultivo WPM

Primero se procedio a realizar las soluciones madre o stock, y fueron almacenados en frascos
de vidrio para evitar alteraciones por factores externos para lo cual necesitaremos los

reactivos que se detallan a continuacion.

Tabla 4 Reactivos para el medio WPM

No. solucion Elemento Cantidad por (5 Unidad
litro)
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Nitrato de amonio NH4NO3 400 mg/I
Cloruro de calcio CaCl2*2H20 96 mg/l
Sulfato de magnesio Mg SO4-7(H20) 370 mg/I
STOCK 1 Fosfato Monopotasico KH2PO4 170 mg/l
Nitrato de calcio Ca (NO3)2*4H20 695 mg/I
Sulfato de potasio KSO4*H20 990 mg/I
Acido bérico H3BO3 6,2 mgl/l
Sulfato de manganeso MnSO4*4H20 22,5 mg/I
Sulfato de Zinc ZnSO4*4H20 8,6 mg/l
Molibdato de sodio Na2Mo 0,025 mg/l
STOCK 2
Sulfato de cobre CuSO4 0,025 mg/I
Na EDTA 37,2 mg/l
STOCK 3 Sulfato Ferroso FESO4*7H20 27,8 mg/I
STOCK 4 INOSITOL 100 mg/l
Tiamina 1 mg/Il
Acido nicotinico 0,5 mg/|
VITAMINAS Piridoxina 0,5 mgl/l
Sucrosa 30
Agar 7

Elaborado por: Cabrera, Guaméan. 2022

Cada una de las soluciones stock se mezcldé en orden y se aforo en agua destilada, se
adiciono la sucrosa y el agar, se lo cocina hasta que se produzca ebullicion posteriormente,
con la ayuda de una jeringuilla se colocaron 5 cm de medio en cada tubo de ensayo,
terminado este proceso se sellaron los tubos en fundas asépticas y se lo llevo a esterilizacién

en la autoclave a una presion de 1.5 bar cm-2 o0 15 Ib por un tiempo de a 20 min.

Seleccién del material vegetal (Explantes)
Las plantas madre seleccionadas se encontraban bajo condiciones controladas en

invernadero. Alli se seleccionaron las plantas que mejores caracteristicas presentaron de
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cada una de las variedades. Las plantas tuvieron aproximadamente 14 meses de edad desde
su trasplante a bolsas. Los explantes que se usaron fueron yemas axilares de ramas de 20

cm de largo extraidas de la rama principal de las plantas seleccionadas.

Establecimiento del cultivo

Después de que los explantes pasaron por el protocolo de desinfeccion se realizaron tres
enjuagues con agua estéril en cabina de flujo laminar, con el uso de un bisturi, pinzas y cajas
Petri se cortd las microestacas de aproximadamente 0.5-1 cm. Finalmente se procedid a
sembrar las microestacas en el medio de cultivo cada microestaca en un tubo de ensayo.

para cada microestaca se corté aproximadamente

Metodologia para el cumplimiento del objetivo 1

Obijetivo especifico 1: Evaluar dos protocolos de desinfeccion para el establecimiento in
vitro de brotes de microestacas de ardndanos.

Protocolo de desinfeccion

° El material vegetal se coloc6 en un vaso de precipitacion para cada variedad, se lo

cubrié con una telay se lo llevo a chorro de agua durante 5 min.

. Se elimino el agua restante y realizo un enjuague con alcohol al 70% por 20 s.
o Después se lavo el material vegetal 3 veces con jabon liquido y se lo enjuago.
. Posteriormente se sumergié los explantes en un fungicida por 5 min en una dosis de

0.25 ml/L con agua destilada.

° Finalmente, se los introdujo en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% y al 5% por
un tiempo de 5 min.

Variables evaluadas

Numero de explantes contaminados a los 21 dias

Metodologia para el cumplimiento del objetivo 2

Objetivo especifico 2: Determinar el efecto de tres concentraciones de 6-
Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil adenina (2iP) en la multiplicacién in vitro de
brotes de microestacas de arandano.

Una vez elaborado el medio de cultivo WPM se adicion6 los biorreguladores 6-
Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil adenina (2iP) en las diferentes concentraciones 0,5%,
1,0% y 2,0 % para comparar la mejor dosis para el desarrollo de los brotes.

Variables evaluadas

Longitud de los nuevos brotes, que se midieron a los 60 dias de establecido el cultivo.
Numero de brotes

NUmero de hojas
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Metodologia para el cumplimiento del objetivo 3
Objetivo especifico 3: Evaluar los costos variables de los tratamientos aplicados.
Se determiné los costos de la aplicacion de los diferentes tratamientos en base a los costos

de los reactivos en el mercado.

Resultados
Numero de explantes contaminados alos 21 dias
Para determinar la eficiencia de desinfeccion de hipoclorito de sodio (5%) en microestacas
de Vaccinium corymbosum L (ardndano) cvs. Biloxi y Emerald, se evaluaron dos

concentraciones al 3% y 5% durante 5 minutos en cada una de las variedades.

Explantes contaminados

Emerald 3% Emerald 5% Biloxi 3% Biloxi 5%

Figura 2 Porcentaje de contaminacion de microestacas de arandano in vitro con hipoclorito de sodio al 3% y 5 % en las cvs.
Biloxi y Emerald (n=18).

El menor porcentaje de contaminacion se registré con hipoclorito de sodio al 5% para las dos
variedades, en donde se constato un 3.15 para la cv. Biloxiy 5.04 para la cv. Emerald, con
hipoclorito de sodio al 3% se obtuvo mayor contaminacion para la cv. Emerald con un

porcentaje de 7.56 siendo esta variedad y concentracion la que mas contaminacion presento.

Efecto de las tres concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil adenina
(2iP)

En el trabajo de investigacion se realizaron dos experimentos uno para la cv. Biloxi y otro para
cv. Emerald. En cada uno de los experimentos se aplicaron 7 tratamientos los cuales fueron
T1 = Control, T2 = BAP 0.5%, T3 = BAP 1.0%, T4 = BAP 2.0%, T5 = 2iP 0.5%, T6= 2iP 1.0%
y T7 = 2iP 2.0%, con 18 repeticiones. Al final del experimento se analizé el nimero de
explantes vivos que habia en cada tratamiento, se consideré un explante vivo aquel que tenia

la yema desarrollada.
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Para determinar el efecto de tres concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2-isoPentil
adenina (2iP) en la multiplicacion in vitro de brotes de microestacas de arandano los datos
fueron tomados a los 60 dias de aplicados los biorreguladores. Se observo varias limitantes,
una de ellas, es que no presentaron multiplicaciéon con ninguna de las dosis de los
biorreguladores utilizados por lo que tomamos datos de la yema desarrollada, también al
utilizar el biorregulador 2iP presenté un alto porcentaje de contaminacion en los explantes
sembrados, debido a que el 2iP es termolabil es necesario dispensar en camara de flujo lo

gue aumento la tendencia a contaminacion.

Después de contabilizar los explantes vivos se registré el nUmero de brotes, finalmente para
aquellos explantes que presentaron desarrollo de la yema se analizé los datos de longitud y

namero de hojas.

Evaluacién del nimero de explantes desarrollados

En esta variable no se encontraron diferencias estadisticamente significativas sin embargo el
biorregulador 2iP presenté un mayor nimero de yemas desarrolladas en los dos cultivares.
Con respecto a las dosis, en el cv. Emerald los tratamientos con mayor nimero de yemas
desarrolladas fueron el control y el tratamiento con 2iP al 0,5% con 10 explantes brotados,
por el contrario, en los tratamientos con BAP al 2.0% y con 2iP al 2.0% no presentaron
explantes brotados. En la variedad Biloxi se mostré mejor desarrollo en las yemas con 2iP al
0,5% y 2iP al 2.0% que presentaron 11 y 10 explantes brotados respectivamente, el control y
los tratamientos con BAP al 0.5, BAP al 1% y 2iP al 1% mostraron 6 explantes brotados (Tabla
5).

Tabla 5 Numero de explantes vivos, muertos y contaminados de arandano in vitro cvs. Biloxi y Emerald (n=18).

Explantes cv. Emerald Explantes cv. Biloxi
Tratamientos Vivos Muertos Contaminados Vivos Muertos Contaminados
T1 Control 10 6 2 6 9 3
T2 BAP 0.5% 5 13 0 6 9 3
T3 BAP 1.0% 6 9 3 6 12 0
T4 BAP 2.0% 0 14 4 7 11 0
T5 2iP 0.5% 10 0 8 11 3 4
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T6 2iP 1.0% 4 6 8 6 4 8

T7 2iP 2.0% 0 5 13 10 2 6

Evaluacién de lalongitud de yema desarrollada

Para la variable longitud de yema brotada los tratamientos con BAP y 2iP no presentaron
diferencias estadisticas significativas. En esta variable, aunque no se evidencié diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, si se observé brotacion de las yemas, siendo
el control, el tratamiento que mostré el mejor promedio para el cv. Emerald con una longitud
de 0.8 cm seguido de BAP al 0.5% con 0.6 cm. En el cv. Biloxi el tratamiento con mayor
longitud de yema fue con 2iP al 0.5% con 0.99 cm, seguido de BAP al 0.5% con 0.53 cm
(Figura 3).

2,5

15

Longitud de yema

0,5

¢ : Control BAP0.5% BAP 1% BAP2% 2iP0.5% 2iP1% 2iP2%
Control BAP0,5% BAP1% BAP2% 2iP0,5% 2iP1% 2iP 2%

Figura 3 Promedio de longitud de yema desarrollada por tratamiento circulo color naranja en las cvs. Emerald (A) y Biloxi (B) y

circulos color azul datos originales.

Evaluacién del numero de hojas en la yema desarrollada

En la variable numero de hojas por yema desarrollada en el cv. Emerald el tratamiento que
alcanza su valor mas alto es con 2iP y BAP al 0.5% con un promedio de nimero de hojas de
3,57 y 2.0 respectivamente, mientras que para el cv. Biloxi se obtuvieron mejores resultados
con el tratamiento control con un promedio de 3,66 seguido del 2iP al 1,0% con un promedio
de 3,25 (Figura 4).
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Figura 4 Promedio de nimero de hojas por tratamiento circulo color naranja en las cvs. Emerald (A) y Biloxi (B) y circulos color
azul datos originales.

Costos de aplicacion del establecimiento del experimento
Para el andlisis econdmico de los tratamientos se calculd los costos para las dos fases de
propagacion in vitro. Para la fase de establecimiento, se evalud los dos protocolos de

desinfeccion utilizados y para la fase de multiplicacién se valoré el costo de los dos

biorreguladores en cada experimento.

Tabla 6 Costos para la fase de establecimiento

Tratamiento  Medio de Explante Desinfectantes Hipoclorito  Total
cultivo de sodio

Hipoclorito de 15,32 25,2 3 0,25 $ 43,77

sodio 3%

Hipoclorito de 15,32 25,2 3 0,5 $ 44,02

sodio 5%

En el analisis de los costos para la fase de establecimiento, la diferencia no es muy
significativa entre los dos protocolos. El protocolo con hipoclorito de sodio al 3% tiene un

costo de ($ 43,77), y con hipoclorito de sodio al 5% ($ 44,02). Se obtuvieron mejores
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resultados al usar hipoclorito de sodio al 5% con un menor nimero de explantes

contaminados.

Andlisis econdmico para la fase de multiplicacién in vitro.

Para el analisis econémico en la fase de multiplicacion se tomo6 en cuenta rubros como,
medios de cultivo, biorreguladores BAP y 2iP en dosis 0,5%; 1,00% y 2,00% y explantes

utilizados en el desarrollo del experimento.

Los costos para los dos cultivares son similares sin embargo se puede observar una variacion
en cuanto al uso de los biorreguladores los costos mas altos se ve al usar el BAP en

comparacion con el 2iP y en cuanto a las concentraciones se generé un mayor valor al usar

las concentraciones mas altas (Tabla 7).

Tabla 7 Costos para la fase de multiplicacion con los biorreguladores BAP y 2iP.

costo costo del

Tratamientos costo del medio explante biorregulador Total

wpm + biloxi 2,75 0,2 $2,95
wpm-+biloxi+BAP 0.5 2,75 0,2 0,11 $ 3,06
wpm-+biloxi+BAP 1.00 2,75 0,2 0,23 $3,18
wpm-+biloxi+BAP 2.00 2,75 0,2 0,45 $3,4
wpm-+biloxi+2Ip 0.5 2,75 0,2 0,1 $ 3,05
wpm-+biloxi+2Ip 1.00 2,75 0,2 0,2 $3,15
wpm-+biloxi+2lp 2.00 2,75 0,2 0,4 $ 3,35
wpm-+Emerald 2,75 0,2 $2,95
wpm+Emerald+BAPO0.5 2,75 0,2 0,11 $ 3,06
wpm+Emerald+BAP1.00 2,75 0,2 0,23 $ 3,18
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wpm+Emerald+BAP2.00 2,75 0,2 0,45 $34
wpm+Emerald+2lp 0.5 2,75 0,2 0,1 $ 3,05
wpm-+Emerald+2Ip 1.00 2,75 0,2 0,2 $3,15
wpm+ Emerald+2Ip 2.00 2,75 0,2 0,4 $3,35

Discusion

La evaluacién de la etapa de introduccion a los 21 dias mostrdé que la concentracion con
hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos presentdé menor contaminacién para los dos
cultivares evaluados, siendo el cv. Biloxi el que menor porcentaje de contaminacién presento,
mientras que con hipoclorito de sodio al 3% durante 5 minutos presentd mayor contaminacion
en los dos cultivares. Estos resultados concuerdan con los de Ramirez & Carrefio (2014)
guienes obtienen una mayor contaminacion patogénica al evaluar la desinfeccion de los
explantes con hipoclorito de sodio al 3% durante 5 minutos. Por otra parte, sefalan que el
material vegetal adulto influencia en la contaminacion fungica debido a que la planta madre
podria estar contaminada, esto puede evidenciarse con el paso del tiempo al estar en
contacto con el medio de cultivo. Es recomendable hacer uso de tejido joven para obtener
una mejor eficiencia al momento de usar un desinfectante (Ramirez & Carrefio, 2014).
Sanchez & Saens (2005) y Ramirez et al., (2014) indican que, existe una estrecha relacion
entre la concentracion del agente desinfectante y el tiempo de exposicion para eliminar parte

de una poblacion bacteriana.
Numero de explantes desarrollados

Al evaluar el efecto de los dos biorreguladores BAP y 2iP en diferentes concentraciones 0,5
%, 1,0 % y 2,0 % para el numero de explantes desarrollados en el cv. Biloxi se observd un
mejor desarrollo al usar 2iP al 0.5% y para el cv. Emerald presentaron mejor resultado el
control y el tratamiento con 2iP al 0,5%, por el contrario, en los tratamientos con BAP y 2iP al
2,0% no presentaron explantes vivos, varios de estos explantes presentaron desecacion lo
que concuerda con lo obtenido por Jiménez & Abdelnour (2017) quienes indican que los
explantes sufren estrés, desecacion y dafios mecanicos que influencian en el crecimiento,
oscurecimiento de los tejidos vegetales y en algunos casos causan la muerte. Sanchez &

Saenz (2005) y Ramirez et al., (2014) mencionan que el alto porcentaje de explantes muertos
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se debe principalmente a problemas de hiperhidratacion, equipos y herramientas empleadas,

similar a lo ocurrido en esta investigacion.

Numero de brotes por microestaca

Para la variable numero de brotes por microestaca no se observaron brotes sino Unicamente
la yema desarrollada en todos los tratamientos evaluados. Nuestros resultados concuerdan
con Aquije (2020) quién obtiene una yema desarrollada por microestaca en la variedad Biloxi
al evaluar la respuesta de los explantes con 2iP a concentraciones de 2 mg/L, 2 mg/L + BAP
al 0.5 y sin hormona. Quispe (2019), muestra que al evaluar diferentes concentraciones de
2iP y ANA en conjunto obtiene como resultado aproximadamente un brote por microestaca

en cada tratamiento lo que concuerda con lo obtenido en este experimento.

En una investigacion realizada por Jimenez & Abdelnour (2017), encontraron que los
explantes cultivados con BAP en concentraciones de 3 y 5 mgL-1 indujeron brotacién en un
23,8% y 12 % respectivamente. Ademdas, mencionan que, en arandano las bajas
concentraciones de BAP y 2iP favorecen el desarrollo de las yemas.

Longitud de yema

En cuanto a la longitud de la yema brotada no se evidencié diferencias estadisticas
significativas. Se evidenci6é desarrollo de las yemas, en donde el tratamiento control presentd
mejores resultados para el cv. Emerald seguido de BAP al 0.5%. Para el cv. Biloxi se obtuvo
una mayor longitud de yema con 2iP al 0.5%, estos resultados coinciden con los de Aquije
(2020), quién menciona que en el cv. Biloxi se da un mejor desarrollo de la yema con el
tratamiento sin hormona, indica también, que esta en discusion la variabilidad genotipica que
existe entre variedades y que puede influenciar en la respuesta de los biorreguladores en el

desarrollo de los brotes.
NUumero de hojas

La variable nimero de hojas no presento diferencias estadisticas significativas en el presente
estudio. El biorregulador que mejores resultados mostré fue el 2iP para los dos cultivares,
siendo el tratamiento con 2iP al 1% en el cv. Biloxi, el que mayor nimero de hojas por yema
desarrollada presentd. Hine & Abdelnour (2013), obtuvieron un mayor nimero de hojas por
brote al usar 2iP en una concentracion de 2,5 mg, similar al presente estudio, aunque en

concentraciones mas alta
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Conclusiones

El uso de hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos dentro del protocolo de desinfeccion
presentd menor contaminacion de los explantes, siendo el mas recomendable para la
propagacion in vitro de los cvs. Biloxi y Emerald.

Las diferentes concentraciones evaluadas de los biorreguladores BAP y 2iP no fueron las
adecuadas para generar multiplicacion en las microestacas de ardndano in vitro, pero si
promovieron el crecimiento y desarrollo de la yema, siendo el biorregulador 2iP el que mejores
resultados presento.

Al evaluar los costos de los protocolos de desinfeccion, estos presentaron costos similares.
El que mejor resultado present6 fue hipoclorito de sodio al 5%, aunque tuvo un costo mas
alto.

Al aplicar los tratamientos, el BAP presenté un costo mas alto que el 2iP, no obstante, se
debe de tomar en cuenta la dificultad del manejo de este biorregulador, debido a que es
termolabil y presenta una mayor tendencia a contaminacion lo que puede generar costos

adicionales.
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Recomendaciones

Al no obtener resultados favorables en cuanto a la multiplicacion se recomienda
evaluar concentraciones mas altas de los biorreguladores Bap y 2lp para obtener
multiplicacién de los brotes.

En la multiplicacién in vitro un factor limitante es la contaminacion de los explantes por
lo que se recomienda llevar un buen manejo y aplicar un adecuado protocolo de
desinfeccion lo que nos ayudaré a obtener explantes limpios con lo que se podra evitar

pérdidas econémicas y de tiempo.
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Anexos

Anexo A Elaboracion de soluciones madre y medio de cultivo

Anexo B Protocolo de desinfeccion
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Anexo D Resultados protocolo de desinfeccion

Anexo E Repique con los biorreguladores Bap y 2iP
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