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RESUMEN

En este trabajo se evalu6 la micropropagacion de plantas bajo condiciones in
vitro, con la interaccion entre: reguladores de crecimiento (zeatina 'y 2 ip), dosis
(alta y baja) y condiciones ambientales de desarrollo con el factor fotoperiodo
(16H y 0 H luz). El proyecto se dividio en dos fases denominadas subcultivos,
con un periodo de 60 dias de estudio para cada uno. En el primer subcultivo se
dispusieron 10 plantas para cada tratamiento, las cuales fueron sembradas
individualmente en un tubo de ensayo que contenia el medio con la hormona y
dosis en estudio, al transcurrir el periodo de estudio se obtuvieron un promedio
de 2.98 plantas por cada planta sembrada inicialmente. Para el segundo
subcultivo se utilizaron las plantulas provenientes del primer ciclo, las cuales al
igual que en la primera fase fueron sembradas individualmente en un tubo de
ensayo, obteniendo un promedio de 3.97 plantas viables. Se realizé un disefio
de bloques completamente al azar con dos observaciones por cada
tratamiento. En el primer subcultivo el mejor tratamiento para las variables:
namero de brote, coeficiente de variacion y longitud de brotes fue el 3, el cual
corresponde a zeatina en dosis baja (0.5 ppm) y con 16 horas luz. Para el
segundo subcultivo se obtuvo similitud en la tendencia de resultados, donde al
igual que en la primera fase de investigacion el tratamiento 3 resultd ser el
mejor para multiplicacién, sin embargo, existieron variaciones en cuanto a
longitud de brote, resultando el tratamiento 1 que estuvo formado por zeatina

en dosis alta con un fotoperiodo de 16 horas luz como el mejor.

Palabras clave: Micropropagacion, brotes, reguladores de crecimiento, dosis

condiciones ambientales, subcultivo.



ABSTRACT

In this work the micropropagation of plants under in vitro conditions was
evaluated, with the interaction between growth regulators (zeatin and 2 ip),
dose (high and low) and in two environmental conditions of development with
the photoperiod factor (16H and O H. light). The project was divided into two
phases called subcultures, with a period of 60 days of study for each. In the first
subculture, 10 plants were arranged for each treatment, which were individually
planted in a test tube containing the medium with the last and the dose under
study. At the end of the study period, an average of 2.98 plants were obtained
for each plant. For the second subculture, seedlings from the first cycle were
used, which, as in the first phase, were planted individually in a test tube,
obtaining an average of 3.97 viable plants. A completely randomized block
design was made with two observations for each treatment. In the first
subculture, the best treatment for the variables: number of shoot, coefficient of
variation and length of shoots was 3, which corresponds to zeatin in low dose
(0.5 ppm) and 16 light hours. For the second subculture, similarity was obtained
in the trend of results, where, as in the first research phase, treatment 3 turned
out to be the best for multiplication, however, there were variations in the length
of the outbreak, resulting in treatment 1 that It was formed by zeatin in high

dose with a photoperiod of 16 light hours as the best.

Key words: Micropropagation, buds, growth regulators, dose environmental

conditions, subculture.
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1. INTRODUCCION

Antecedentes

El mortinio es un frutal endémico de los Andes ecuatorianos, bolivianos y
colombianos (Ruskin, 1989), pertenece a la familia de las Ericaceae (Sanjinés
et al., 2006), la cual esta conformada por mas de 4100 especies alrededor del
mundo, de las cuales 900 se encuentran localizadas en Ameérica tropical,
siendo Vacciniumspp., el género de mayor diversidad con 450 especies
(Sanjinés et al., 2006)

Es un arbusto cuya altitud puede llegar hasta los 2.5 m, su fruto es un baya
esférica, carnosa, pequefa (5-8 mm de diametro) y de color negro, negro-azul
o0 morado (Perez y Valdivieso, 2007). Crece a lo largo de la cordillera andina de
manera silvestre, desde los 2500 hasta los 3300 msnm (Coba et al., 2012).
Fructifica dos veces al afio, la primera entre los meses de mayo y abril y la

segunda, entre septiembre- diciembre (Perez y Valdivieso, 2007).

El contenido de componentes como antocianinas, celulosa, pectina y vitamina
C le han conferido propiedades medicinales, ya que se ha descrito que estos
nutrientes poseen propiedades antiulcerales, antitumorales y anticancerigenas
(Riofrio, 2010). Ademas, el alto contenido de compuestos fendlicos, le otorgan

una gran capacidad antioxidante (Vasco, 2009).

En Ecuador el empleo del fruto es en freso, para la elaboracion de la colada
morada y procesado en harinas, jaleas, jugos, postres, vinos entre otros, en la
industria textil se usa como colorante para tinturar lana, identificAandose
potencial agroindustrial (Chiluisa, 2015). Ademas, este fruto puede ser
refrigerado sin que se altere su peso o volumen y sin que pierda sus
caracteristicas organolépticas y nutricionales, lo que permite tener un

procesamiento eficiente en cualquier periodo del afio (Coba et al.,2012).

Actividades como el sobrepastoreo, la deforestacion, la quema repetitiva e
incremento de la frontera agricola han venido alterando la ecologia natural en
los paramos andinos provocando erosiones genéticas o pérdida de la
diversidad de especies (Noboa, 2010) (Perez y Valdivieso, 2007). El mortifio al



ser un cultivo nativo de la cordillera andina, es una opcion viable para la
reforestacion de los mismos, debido a, que su introducciébn no pondria en
peligro la ecologia natural de estos lugares (Noboa, 201; Perez y Valdivieso,
2007; Ruiz, 2011).

La produccion de plantas puede realizarse a través de 1) forma sexual, es decir
a partir de semillas botanicas, que es un proceso lento y dificil debido al bajo
porcentaje de germinacion de las mismas (Novoa 2010), y 2) reproduccion
asexual a través de a) estacas, que presentan inconvenientes ya que en
diversos estudios realizados se ha reportado la falta de enraizamiento en las
plantulas (Noboa, 2010), y b) cultivo in vitro, este método de propagacién
abarca una serie de técnicas (Castro y Alvarez, 2013), identificandose ventajas
debido a la velocidad de multiplicacion, calidad, y uniformidad del material
vegetal, ademas se pueden obtener plantas en cualquier periodo del afio ya

gue se desarrollan en laboratorios (Perugorria, 2012).

En el caso de mortifio se han realizado investigaciones previas, en las que se
ha buscado métodos para su propagacion, es el caso de Gonzales quien, en el
afo 2002, estudié la propagacion de semillas, esquejes y estacas teniendo
como resultados que para la primera variable se tuvo un porcentaje bajo de
germinacién, mientras que, para las dos Ultimas se tuvieron resultados
negativos en el proceso de enraizamiento. Diana Trujillo, en el afio 2008,
experimento con la micropropagacion in vitro, usando hormonas como el &cido
indolbutirico (IBA), a-Naftalenacético (ANA), trans zeatina riboside (TZR),
Kinetina (KIN), 6-(gamma, gamma dimetilalilamino) purina (2ip), 6 -
bencilaminopurina (BAP), acido naftalenacético (NAA), acido giberelélico GA3,
obteniendo como resultado que el tnico medio donde hubo brote, elongacion y
enraizamiento del explante fue con dosis alta de ANA pero, al final del ensayo,
en la fase de transicion in vitro-tierra se reportaron resultados negativos en

todos los tratamientos.

Con estos antecedentes surgio la necesidad de plantear una investigacion en la
que se genere un procedimiento de micropropagacion masiva utilizando

herramientas biotecnoldgicas, para ello, ya se contaba con una fase previa,



realizada por Fernanda Duefia, quien el afio 2017 generd un protocolo para la
introduccion de semillas y callos apicales, la fase posterior del proyecto se basé
en la multiplicacion de las plantulas generadas, utilizando reguladores de
crecimiento y factores ambientales, los cuales permitieron realizar una
evaluacion e indicar cual de los tratamientos usados presentd los mejores

resultados.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo General

e Estudiar la respuesta a la fase de multiplicacion en medios semi sélidos

de plantulas in vitro procedentes de semilla de mortifio.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la capacidad de induccion para la formacion de brotes de
mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) con dos hormonas a diferentes

dosis.

e Determinar el fotoperiodo 6ptimo para la multiplicacion de vitro plantas

de mortifo.

1.2 HIPOTESIS

e Hipotesis Nula: Las herramientas biotecnolégicas no responden
eficientemente a la multiplicacién in vitro del material vegetal de mortifio.
e Hipotesis Alternativa: Las herramientas biotecnolégicas responden

eficientemente a la multiplicacion in vitro del material vegetal de mortifio.



2. MARCO TEORICO
2.1 Origen

El mortifio pertenece a la familia de las Ericaceae, formada por 126 géneros y
aproximadamente 4100 especies de plantas alrededor del mundo, de las
cuales un total de 66 géneros y mas de 800 especies estan ubicadas en los
neotropicos (Centroameérica y norte de Suramérica); El género Vaccinium es el
mas grande de esta familia formado por 450 especies, que en el caso de los
neotrépicos son propias de regiones de altura o montafia (Luteyn & Pedraza,
2012). Las especies destacadas del género son: V. mirtillus llamado arandano
0 blueberry en Europa y el V. macrocarpon perteneciente a Norteamérica y
conocido como cranberry. Existen, sin embargo, otras especies de interés
como V. corymbosum, conocido como ardndano alto o highbush, V. ashei
llamado rabbiteye o arandono ojo de conejo, y V. angustifolium conocido como
arandono bajo o lowbush (Abreu et al., 2008).

En Sudamérica los principales productores de arandano son: Chile, Argentina,
Uruguay y Peru (Garcia et al., 2013), en estos paises la especie que predomina
es la de arandano alto (V. corymbosum), para el caso de Chile las variedades
mas importantes son Elliot, Bluecrop y O’Neal (Pino, 2007), mientras que en
Argentina son O'Neal y Misty (Kirschbaum y Rivadeneira, 2011), finalmente,
en Perq, la variedad mas usada es biloxi seguida de Emerald y Misty (
Gargurevich, 2017). Por el contrario, en Colombia se ha encontrado potencial
para la produccién comercial de V. meridionale (Camara de Comercio Hispano
Colombiana, 2017), que es un arandano endémico del pais, para ello la
universidad Nacional de Colombia ha puesto en marcha su propagacién tanto
de forma sexual mediantes semillas como asexual mediante ramas o estacas
enraizadas (Agencia de Noticias UN, 2011) , ademas, en cultivo in vitro han
logrado obtener un porcentaje del 88-100% de plantulas viables luego de

transcurrir el proceso de endurecimiento (Rache y Pacheco, 2012).

En Ecuador se ha reportado la presencia de tres especies del género
Vaccinium: V. distichum, V. crenatum y Vaccinium floribudum Kunth (Perez y

Valdivieso, 2007). V. floribundum Kunth, es originario del norte de Suramérica,



concretamente entre Colombia, Ecuador y Bolivia (Ruskin, 1989). En el pais su
propagacion va desde el Carchi, en el paramo del Angel hasta Cafiar en Tambo
(Perez y Valdivieso, 2007), desde los 2500 hasta los 3300 msnm (Coba et al.,
2012).

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica del mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vacccinium

Nombre Cientifico Vacciniumfloribundumkunth

Tomado de: Noboa, 2010

2.2 Fenologia
Floraciéon

La especie V. floribundum presenta una alta floracion por planta, sin embargo,
tienden a presentarse una caida precoz de los frutos. La orientacion de sus
flores es en un mismo sentido, de manera que facilita la actividad de los
polinizadores, aunque esta orientacion cambia durante el desarrollo los

pedunculos (Chaparro y Becerra, 1999).

La floracién se presenta dos veces por afio, el primer ciclo se da de febrero a
mayo Yy la segunda inicia de septiembre a diciembre (Pérez et al., 2007). La
duracion de la fase de floracion a fructificacion es mayor en plantas de origen
sexual debido a una mayor desuniformidad entre ellas al inicio de la floracién
(Hernandez, 2010). El promedio de crecimiento en fase de floracién es de 46
dias (Duefias , 2017). La floracion se da en temporadas secas y se asocia

inversamente con el brote de hojas (Gomez, 2004).



Fructificaciéon

Presenta dos temporadas de fructificacion al afio, la primera se da de abril a
mayo, y la segunda, que es la cosecha mas abundante, se da de septiembre a
diciembre (Pérez et al., 2007).

El promedio de crecimiento en fase de fructificacion es de 48 dias. El total de
dias de crecimiento de la fase reproductiva del mortifio es de 150 (Duefas ,
2017).

2.3 Utilizacion

Este cultivo no ha sido explotado con fines comerciales, sino que, Unicamente
se encuentra de forma silvestre en pequefias parcelas a lo largo de los
paramos andinos (Sanjinés et al.,2006). La produccion del fruto presenta gran
desventaja frente a otros ardndanos principalmente por la falta de
domesticacién (Perez y Valdivieso, 2007). En Ecuador es conocido como:
mortifio, blueberry de los Andes, uva de los Andes, uva de monte, manzanilla
de cerro y raspadura de quemadura (Coba et al., 2012). El consumo de este
fruto esta relacionado con un tema cultural debido a su uso en la elaboracion
de la tradicional colada morada. Ademas, es usado como materia prima para la
elaboracion de alimentos procesados como jaleas, mermeladas, galletas,

jugos, helados, vinos, entre otros (Aguilar et al., 2009;Coba et al., 2012).
2.4 Importancia del mortifio
Contenido nutricional

Las especies de Vaccinium destacan por su potencial antioxidante debido
contenido alto de compuestos polifendlicos como: &cido cindmico, antocianinas,
antocianidinas y flavonoles. El contenido total de antocianinas es de 10 mg/
100 g de fruta, mientras que el de fenoles es de 39 mg/ 100 g de fruta (Gaviria,
et al, 2009). Ademas, se ha reportado la presencia de vitaminas como: la C y
las del grupo B, minerales como: K, Ca, carbohidratos como: glucosa y fructosa
y acidos como: el citrico y el malico, los cuales le confieren al fruto el sabor

caracteristico (Coba et al., 2012).



Propiedades medicinales

El mortifio es usado en caso de regulacion intestinal y estrefiimiento por su alto
contenido de fibra; también, ayuda a fijar el calcio en los huesos e interviene en
el funcionamiento 6ptimo del sistema nervioso por su contenido de minerales
como fésforo y magnesio. Las hojas preparadas en infusion poseen
caracteristicas astringentes, diuréticas y tonicas por lo que son usadas para:
disminuir los niveles de glucosa en la sangre, las contracciones del estbmago e
infecciones de la vejiga, el consumo de tres vasos diarios de dicha bebida
reduce el riesgo de enfermedades cardiacas (Quingalomo, 2010; Perez y
Valdivieso, 2007). El contenido de antioxidantes hace que prevenga o retrase la
oxidacion de otras moléculas, lo cual puede ser usado en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, también, se ha demostrado que el
consumo de alimentos que contengan polifenoles y antocianinas reduce el
riesgo de contraer enfermedades cardiacas y cancer (Noboa, 2010). Los
campesinos han utilizado el mortifio en caso de cdlicos, fiebre, reumatismo,
gripe, dolencias de érganos como: el higado y los rifiones (Perez y Valdivieso,
2007).

Usos agroindustriales

Este fruto puede ser utilizado en la industria alimenticia como colorante y como
materia prima para la elaboracion de harinas, jaleas, mermelada, vinos,
helados, salsas, bebidas calientes y frias, caramelos y enconfitados. A
sabiendas de esto, comunidades se han asociado y formado empresas como
Sumak Mickuy y Asociacion de Productores de Vinos de Mortifio Quinticusi,
ubicadas en Cotacachi y Cotopaxi respectivamente, para dedicarse al
procesamiento de esta fruta, comercializandola deshidrata, en el caso de la
primera y en vino en el caso de la segunda vendiendo hasta 400 botellas
mensuales (Rodriguez, 2015) (Moreta, 2016). Otro uso en esta area es como
aditivo alimentario (compuesto antioxidante), ya que estas sustancias retrasan
el olor a rancio, reducen el riesgo de que aparezcan compuestos toxicos, no

permiten modificaciones en la textura y disminuyen el desgaste del valor



nutricional derivado de: la degradacién de &cidos grasos esenciales y la
pérdida de vitaminas como A, E y D (Quingalomo, 2010). Se usa para teir
telas en la industria textil (Roldan , 2012; Sanijinés et al., 2006) El arbusto de
mortifio es excelente para utilizarlo con fines ornamentales, debido a la forma y
textura de sus hojas y por el tamafio que puede alcanzar con un adecuado
manejo de podas (Armas , 2013).

Uno de sus parientes mas cercanos, el agraz (V. meridionale) en Colombia ha
tenido gran acogida en el mercado, donde empresas como Work y Crepes and
Waffles se han interesado en la compra de esta fruta, por su parecido en sabor
y por su valor que resulta ser econdmico en comparacion con otras variedades

de berries (Camara de Comercio Hispano Colombiana, 2017).
2.5 Conservacion de la ecologia de los paramos

Los paramos Andinos han sufrido cambios en su ecologia debido a la
deforestacion, el sobrepastoreo, el incremento de la frontera agricola y la
guema repetitiva provocando la pérdida de la diversidad de especies. Esto ha
despertado el interés por la reforestacion, la cual se ha llevado a cabo con
especies introducidas que han modificado la dindmica de los paramos y que,
ademas, no ha resuelto las necesidades de proteccion y produccién requeridas
en la actualidad. ElI mortifio al ser una especie endémica de la zona podria ser
usado como una alternativa para promover y mantener la biodiversidad de
estas areas contribuyendo a la proteccion de los suelos y las fuentes de agua
(Noboa, 2010; Perez & Valdivieso, 2007).

2.6 Agrotecnologia

La agrotecnologia hace referencia al conjunto de técnicas (recursos Yy
procedimientos) usadas para contribuir en la solucion de problemas agricolas;
Entre las técnicas que la constituyen estan, las de hibridacion, el cultivo in vitro
de células y tejidos, el control bioldégico con microorganismos y la fermentacion
(Rocha, 2011).

2.7 Biotecnologia



Herramienta que usa organismos Vvivos 0 sus productos para crear o
transformar un producto con fines practicos; Esta técnica, se utiliza para
solucionar problemas en todos lo ambitos de la elaboracion y produccion
agricola, incluyendo fitomejoramiento; Otro de sus usos es esta en la
produccion de material de propagacion libre de enfermedades y de bajo costo

mediante el cultivo in vitro (Sharry et al., 2015).
2.8 Cultivo in vitro
2.8.1 Cultivo de tejidos

Es la asociacion de técnicas que mediante un explante (célula, tejido u
organos) que es sembrado en un medio de cultivo artificial con una
composicién quimica establecida y puesto bajo condiciones ambientales
controladas genera plantulas de caracteristicas fisiologicas, genéticas y
morfoldgicas idénticas a las de la planta madre. Entre sus aplicaciones estan:
micropropagacion a partir de una planta élite, propagacion de plantas de
condiciones agronOmicas deseables, generacibn de plantas libres de
enfermedades y virus, conservacion de plantas en peligro de extincion,

generacion de metabolitos secundarios (Aponte , 2014; Levitus et al., 2010).
2.8.2 Ventajas y desventajas de cultivo in vitro

De las ventajas y desventajas de cultivo in vitro las siguientes se aplicarian en

la micropropagacion de mortifio:
Ventajas:

e Se puede regenerar un gran numero de plantas partiendo de una
pequefia cantidad de tejido (fragmentos de hojas, raices, tallos, entre
otros) que en el caso de mortifio fueron vitro plantulas con meristemos
apicales.

e Se requiere de un espacio fisico reducido para su almacenamiento.

o Permite obtener plantas libres de bacterias, hongos y virus, ya que esta

técnica se realiza en condiciones asépticas (Aponte, 2014).



10

Desventajas:

e Las plantas producidas mediante esta técnica son fotosintéticamente
deficientes por lo que debe haber un control en factores como: luz, agua,
humedad, temperatura y luz al momento de la transicion in vitro a campo
(Aponte , 2014).

2.8.3 Fases de la micropropagacion in vitro

Etapa 0 Etapa de preparacion:

Esta etapa se basa en la eleccion y preparacion del explante, ya que estas
actividades evitan contaminacion (bacterias y hongos) y oxidacion de explante.
Para ello se aplican quimicos como bactericidas, desinfectantes y fungicidas

para el control de organismos patdégenos (Cafial et al., 2001).
Etapa 1 o Establecimiento:

En esta etapa se establecen cultivos viables, mediante la transferencia de los
explantes en forma aséptica a los medios de cultivo. Una vez que los explantes
sobreviven sin que exista contaminacion y ademas que no presenten sintomas

de oxidacion se considera un éxito (Aponte , 2014; Cafalet al., 2001).
Etapa 2 o Multiplicacion

El objetivo de esta etapa es incrementar el nimero de brotes realizando una
serie de subcultivos; Para estimular el crecimiento de los nuevos explantes se
utiliza reguladores de crecimiento (citoquininas y auxinas) (Aponte , 2014). Este
proceso es realizado en una camara de flujo laminar u otro lugar que permita
mantener las condiciones de asepsia necesarias (Castillo , 2008). Los tubos de
ensayo 0 envases son destapados, para, con la ayuda de una pinza sacar la
plantula en su interior; La vitro planta es colocada en papel esterilizado y a
continuacion, con la ayuda de un bisturi, se procede a realizar en ella pequefios
cortes para generar explantes con un nudo (yema) y un pedazo corto de tallo;
los cortes deben ser horizontales para que se produzca un mejor enraizamiento

(Pacheco , 2005) . Los brotes deben ser subcultivados periddicamente y
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puestos en nuevos medios en tubos de ensayo u otro recipiente que se adecue
para el tipo de planta; La cantidad de plantas a obtener va depender de la

especie vegetal utilizada (Castillo , 2008).
Etapa 3 o Enraizamiento:

Esta etapa tiene como objetivo producir raices adventicias y puede realizarse
en dos condiciones ex o in vitro. Para el caso de in vitro, se pueden utilizar
diferentes substratos y hormonas. En cambio, con el proceso ex vitro se logra
realizar los procesos de enraizamiento y aclimatacion simultdneamente. (Cafal
et al., 2001)

Etapa 4 o Aclimatacion:

Esta es la etapa mas critica del proceso, ya que las plantas salen de
condiciones estériles y de un ambiente rico en nutrientes que encuentran en el

tubo de ensayo para empezar con su autodesarrollo en tierra (Aponte, 20014).
2.8.4 Condiciones Ambientales

Es una combinacion de nutrientes (carbohidratos, aminoacidos, sales organicas
y vitaminas) y agua, suplementado con reguladores de crecimiento de
estructura liquida, sélida u semisolida (Levitus et al., 2010). Los componentes
utilizados en el medio pueden variar dependiendo de la etapa en la que se
encuentre el explante durante la propagacion; La concentracion y cantidad de
los elementos que conforman el medio determina la diferencia entre las
diferentes férmulas (Rojas et al., 2004). Uno de los medios mas conocidos es
el Murashige y Skoog (MS), que se elaboré tomando como referencia el cultivo
in vitro de tabaco, se utiliza en la mayoria de especies con excepcion de las
que presentan sensibilidad a la salinidad (Pelacho et al., 2005), ya que este
medio es considerado como rico en sales por su concentracion de iones de
cloro CI- (6.0 mM), iones amonio NH4 + (20.6 mM), iones de MoO4 - (1.0 mM)
e iones de nitrato NO3 - (39.4 mM). En el caso de plantas lefiosas y arbustivas
el medio que se usa es el Woody Plant (WPM) ya que posee baja
concentracion de sales NH4 + (5 mM), Cl- (1.3 mM) y NO3 - (9.7 mM) (Villegas et
al., 2015).
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2.9 Medio de cultivo

Es una combinacion de nutrientes (carbohidratos, aminoacidos, sales organicas
y vitaminas) y agua, suplementado con reguladores de crecimiento de
estructura liquida, solida u semisolida (Levitus et al., 2010). Los componentes
utilizados en el medio pueden variar dependiendo de la etapa en la que se
encuentre el explante durante la propagacion; La concentracion y cantidad de
los elementos que conforman el medio determina la diferencia entre las
diferentes férmulas (Rojas et al., 2004). Uno de los medios mas conocidos es
el Murashige y Skoog (MS), que se elabor6 tomando como referencia el cultivo
in vitro de tabaco, se utiliza en la mayoria de especies con excepcion de las
que presentan sensibilidad a la salinidad (Pelacho et al., 2005), ya que este
medio es considerado como rico en sales por su concentracién de iones de
cloro CI- (6.0 mM), iones amonio NH4 + (20.6 mM), iones de MoO4 - (1.0 mM)
e iones de nitrato NO3 - (39.4 mM). En el caso de plantas lefiosas y arbustivas
el medio que se usa es el Woody Plant (WPM) ya que posee baja
concentracion de sales NH4 + (5 mM), Cl- (1.3 mM) y NO3 - (9.7 mM) (Villegas et
al., 2015).

2.9.1 Composicion de los medios de cultivo
Sales minerales, se pueden clasificar en:

Macro-elementos: compuestos que la planta requiere en mayor cantidad como:
nitrogenos(N), fésforo (P) potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre(S)
(Aponte, 2014).

Micro-elementos: Son elementos esenciales, se encuentran en las plantas en
dosis bajas. Los micronutrientes de relevancia son: zinc (Zn), molibdeno (Mo),
cobre (Cu), boro (B), manganeso (Mn), cobalto (Co) y hierro (Fe). El exceso de
estos compuestos puede ocasionar toxicidad de los explantes (Aponte, 2014).
En el caso de especies lefiosas el medio mas recomendable es el WPM

(WoodyPlant Medium) por su bajo contenido de sales (Ramos, 2012).

Fuentes de carbono:
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Los azUcares proporcionan elementos esenciales como: carbono, hidrégeno y
oxigeno. Estos compuestos se generan de manera natural en la planta a raiz
de la fotosintesis, sin embargo, en cultivo in vitro debido a la falta de intensidad
de luz, las plantas no pueden generar la cantidad adecuada de carbohidratos,
debido a ello, se afiade del 2 al 5% de azucares en el medio de cultivo (Levitus
et al., 2010; Aponte, 2014).

Vitaminas

Compuestos organicos que intervienen en procesos de crecimiento y
diferenciacion celular, es decir, cumplen funciones de catalizadores
metabdlicos (Sharry et al., 2015). La vitamina que tiene mayor influencia en el
crecimiento adecuado de los cultivos es la tiamina, aunque, también se utilizan:

el &cido nicotinico y la piridoxina (Levitus et al., 2010; Aponte , 2014).
Sustancias gelificantes

Son utilizados para proporcionar una textura semisolida o sélida al medio de
cultivo para que los explantes permanezcan en una posicidn fija; ElI agente
gelificante mas utilizado es el agar, obtenido mediante algas marinas, seguido
de la agarosa que es un componente de mayor pureza, también, estan el
gelrite y phytagel que son agares con altos estandares de calidad y pureza
(Aponte, 2014).

Reguladores de crecimiento:

Compuestos quimicos encargados de los procesos de crecimiento y desarrollo

de las plantas.

e Auxinas: Conjunto de hormonas que en cultivo in vitro intervienen en
procesos de crecimiento, desarrollo, division celular y diferenciacion de
raices. Este tipo de hormonas son sintetizadas de forma natural y
sintética. Entre las naturales tenemos &cido 4-cloro-indolacético (4-
CIlIAA), &cido fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el acido indol
propionico. La manera de actuar de estos componentes es la plasticidad
de la pared celular permitiendo que la célula se expanda (Aponte, 2014 ;
Llorente , 2000).
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e Citoquininas: Actian en procesos de division celular, retardan el proceso
de senescencia en hojas, inducen la formacién de brotes laterales,
intervienen en procesos de sintesis de proteinas, retardan procesos de
degeneracion celular e inducen la proliferacion de tallos y yemas
laterales. Se debe tener en cuenta que el equilibrio entre auxinas y
citoquininas controla el proceso de organogénesis por lo que se debe
definir las concentraciones de estas sustancias segun la finalidad del
trabajo, la especie y variedad de planta (Llorente , 2000; Aponte , 2014).
Las citoquininas utilizadas durante el proceso de investigacién fueron:

e Zeatina: se obtiene de la leche de coco. Estimula la division lateral, la
germinacion de semilla y el inicio del callo e incentiva el crecimiento de
yemas laterales. Origina brotaciones multiples de entrenudos y raices
con una distribucion de alta frecuencia (SIGMA, s.f.).

e 2ip (6-y, y-Dimethylallylamino purine): Derivada del Clostridium
tumerfacienses un precursor de la zeatina y ayuda a la propagacion de
cultivo in vitro de microbrotes (SIGMA, s.f. ;Sharry et al., 2015).

e Gibelerinas: Estos compuestos controlan procesos como: la germinacién
de semillas, el desarrollo de raices, la elongacién de tallos y entrenudos,
la floracion y crecimiento meristematico y de partes sub apicales. Los
explantes en su mayoria producen la cantidad suficiente de este
conjunto de hormonas (Aponte , 2014; Llorente , 2000).

2.9.2 Micropropagacion in vitro en otros arandanos

Los primeros reportes de cultivo in vitro de especies de Vaccinium
corresponden a Reed y Abdelnour en el aflo 1991, quienes ensayaron esta
técnica sometiendo brotes a dos condiciones ambientales y cuatro tratamientos
con citoquininas. En 1992, Rowland y Ogden contrastaron medios de cultivos
suplementados con ribosa de zeatina versus medios de cultivo suplementados
con dosis de 2ip para identificar su efectividad en la regeneracion de brotes
adventicios de Vaccinium corybosum. En el afio 2000, Cao y Hammerschlag,
establecieron las condiciones adecuadas para la organogénesis de explantes

de hojas en el cultivo de Bluecorp (V. corymbosum). En el afio 2002, Jaakola y



15

otros describieron que para la multiplicacion de “bilberry” (V. myrtillus) y
“lingoberry” (V. vitis-idaea), especificamente en la fase de iniciacion del
enraizamiento de brotes micropropagados influye en gran medida las hormonas
(citoquininas) y la estacion. Para el afio 2003, Ciao y otros estudiaron como los
niveles de sacarosa influyen en la proliferacion de yemas axilares. En el 2004,
un grupo de investigadores liderado por Ostroluckd lograron conseguir en las
especies de Vaccinium la generacion de meristemos mediante el uso de
medios que contenian 2 mgL-1 de zeatina concluyendo que esta hormona es la
Optima para motivar la multiplicacion de brotes de esta especie.
Simultdneamente Yadong y otros indicaron que la hormona CPPU genera
mayor cantidad de hojas (41 hojas) en comparacion con zeatina que produjo 30
hojas en las variedades: Sunrise (V. corymbosum Sunrise) y GeorgianGem (V.
corymbosum Georgia Gem). Pereira en el afio 2006, describio, ademas, que
otro método que ha resultado eficiente para la micropropagacion de brotes in
vitro es mediante el uso de zeatina en dosis de 12.3 combinada con 12.6 uM de
2iP en el medio Zimmerman and Brome, también, se reporté que los brotes que
fueron enraizados en este medio suplementados con 2ip tuvieron sobrevivencia
del 99%. En el mismo afio Kaldmé&e y colaboradores establecieron que la
multiplicacion in vitro para el caso de Vaccinium angustifolium esta dada por las
condiciones fisiolégicas de la planta madre. En el afio 2007 Meiners lideré un
grupo de investigacion para identificar la interaccion de reguladores de
crecimiento en Woody Plant Medium obteniendo como resultado que con
zeatina, un 51% de los explantes instaurados desarrollaron brotes, mientras
gue, con la interaccion entre zeatina y 2ip el 47% de los nédulos desarrollaron
brotes, Para el caso de 2ip se tuvo que casi el 53% de brotes sobrevivieron y el
40% desarrollaron brotes. Ya en el afilo 2009, Debnath, investigo el efecto del
uso de TDZ respecto a la polaridad de los explantes en brotes adventicios
(Mora, 2010) .En el caso de Vacciniummeridionale Rache y Pacheco (2010)
reportan una viabilidad del 88-100% de plantulas obtenidas luego de la etapa
de aclimatacién, cuando el enraizamiento de brotes se indujo in vitro. Sin

embargo, Castro et al. (2013) obtiene 66-80% de enraizamiento en condiciones
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ex vitro, teniendo como mejor resultado el uso de AIB (Acido indolbutirico) que

alcanza una supervivencia del 80% en el periodo de adaptacion
2.9.3 Micropropagacion Vaccinium floribundum Kunth

En el afio 2008, en la Universidad San Francisco de Quito se llevd a cabo una
investigacion denominada “Cultivo in vitro de mortifio”, en la cual se busco
obtener un protocolo eficiente para lograr la micropropagacion de plantas
mediante la técnica de cultivo in vitro. En dicha investigacion se reporté que se
obtuvieron resultados positivos en cuanto a un protocolo para la introduccién de
semillas y yemas axilares con el uso de altas dosis de reguladores de
crecimiento, obteniendo mejores resultados con Acido Naftalénico (NAA) y
Tranzeatina (TZR). Sin embargo, no se logré obtener un protocolo eficiente
para el proceso de aclimatacion reportando mortalidad en todas las plantas.
Tampoco lograron establecer un método para la regeneracion de retofios
adventicios, teniendo Unicamente en algunos casos la formacion de callo sin
que se dé el proceso de regeneracion (Trujillo, 2008). Continuando con la rama
de investigaciébn en micropropagacion de mortifio F. Duefias en el afio 2017

desarrolld un protocolo para la introduccion de semillas y callos apicales.
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3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Materiales

Los equipos, materiales y reactivos utilizados en la investigacion se detallan a

continuacion:
Material bioldgico

Para la investigacién se utilizaron vitro plantas provenientes de semillas,

establecidas en la fase anterior del proyecto (Duefias , 2017) (figura 1).

Figura 1. Vitro planta de mortifio proveniente de semilla sexual.
Materiales de laboratorio

e Agitador

e Bisturis

e Cajas Petri

e Cinta rolopack

e Frascos de vidrio 200 ml, 100 ml
e Fosforos

e Guantes y mascarillas

e Lampara de alcohol

e Mandil

e Papel bond

e Papel aluminio



Pipetas
Pinzas
Probetas

Tubos de ensayo

Equipos de laboratorio

Agitadores orbitales
Agitadores magnéticos
Autoclave

Balanza de precision
Céamara de flujo laminar
Cuarto de crecimiento
Destilador de agua
Dispensador de medios
pH metro

Refrigerador

Reactivos

3.2 Caracteristicas del sitio experimental

Alcohol
Agar
Agua destilada

Sacarosa

WoodyPlant Medium (WPM)

Zeatina
2ip

3.2.1 Ubicacién

18

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del

Departamento de Biotecnologia de la Estacion Experimental Santa Catalina,

del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).



3.2.2 Caracteristicas del lugar experimental

Tabla 2.

Caracteristicas del lugar experimental.

Provincia Pichincha
Cantén Mejia
Parroquia Cutuglagua
Altitud 3058
m.s.n.m.
Latitud 00°22'00” S
Longitud 79°32'00” O
Temperatura promedio anual 11.3°C
Precipitacion promedio anual 1140.6 mm
Humedad relativa 84.3 %

Tomado de: INIAP, 2018.

3.3 Caracteristicas del laboratorio
Tabla 3.

Caracteristicas del cuarto de crecimiento de cultivo de tejidos vegetales.

Temperatura promedio 20£2°C
_ 16/0 horas
Fotoperiodo
luz
_ 42-48
Intensidad de luz by 1
pmol.m™.s
Humedad relativa 40%

Tomado de: INIAP, 2018.

19
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3.4 Metodologia
3.4.1 Multiplicacion in vitro

Para la ejecucion de esta etapa se utilizaron vitro plantas con meristemos
apicales. La multiplicacion estuvo constituida por dos subcultivos, los cuales se
establecieron con la interaccién entre reguladores de crecimiento (zeatina y
2ip), dosis (alta y baja) y condiciones ambientales de desarrollo con el factor de
fotoperiodo (16 y O horas luz), el tiempo de estudié fue de 60 dias, durante los
cuales las plantulas fueron monitoreadas realizando una toma de datos cada
10 dias.

3.4.2 Primer subcultivo

En una camara de flujo se realizo el corte de las vitro plantas en secciones
nodales de 10 mm aproximadamente, las cuales posteriormente, fueron
sembradas de manera individual en tubos de ensayo que contenian el medio
de cultivo con su respectiva fitohormona (zeatina y 2ip) y dosis (alta y baja).
Los tubos de ensayo fueron ubicados en estanterias, adaptadas para ofrecer la
cantidad de luz establecida para las condiciones ambientales en estudio (16 y O
Horas luz). Se evaluaron las siguientes variables: longitud de brote, nimero de
brote y coeficiente de multiplicacién. La evaluacién del material se realizé

durante 60 dias.

3.4.3 Segundo Subcultivo

Al concluir el periodo de evaluaciéon de 60 dias se procedi6 a multiplicar los
explantes obtenidos (segundo repique).

En una camara de flujo se realizaron los cortes de las vitro plantas
individualizandolas, para proceder a sembrar 1 planta en cada tubo de ensayo,

el cual contenia el medio cultivo con la hormona y la dosis respectiva.

3.5 Factores en estudio
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Hormonas (2)
hl=Zeatina (ZEA) (GajdoSova et al., 2006)
h2= N°2 isopentenil- adenine (2iP) (Castro & Alvarez, 2013)

Dosis (2)
d1=Alta
d2=Baja

Fotoperiodo (2)
f1=16 horas luz

f2=0 horas luz

3.6 Variables

Longitud de brote

La longitud de brote se evalué cada 10 dias a partir de la fecha de siembra,
midiendo la planta, desde la base que estuvo en contacto con el medio de
cultivo hasta su apice, usando para ello una regla graduada.

Numero de brotes viables
El nimero de brotes viables se evalu6 a los 60 dias para cada subcultivo,
seleccionando los brotes que visualmente fueron vigorosos o con una longitud

de <3 mm aproximadamente.

Coeficiente de multiplicacion
El coeficiente de multiplicacion se establecio del: numero de brotes que
presentd cada explante al inicio del periodo de estudio / el nUmero de explantes

una vez transcurrido el periodo de estudio.

3.7 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por 1 vitro planta en un tubo de

ensayo con medio de cultivo en estudio.
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3.8 Tratamientos

Los tratamientos evaluados se indican en la tabla 4.

Tabla 4.
Tratamientos para la multiplicacién de vitro plantulas de mortifio en condiciones
in vitro. INIAP. Cutuglagua. Pichincha 2018.

Tratamiento Caodigo Descripcion
tl h1ld1fl Zeatina + dosis alta+ 16 horas luz
t2 hld1f2 Zeatina+ dosis alta + 0 horas luz
t3 h1ld2fl Zeatina+ dosis baja + 16 horas luz
t4 h1d2f2 Zeatina + dosis baja + 0 horas luz
t5 h2d1fl1 2iP+ dosis alta+ 16 horas luz
t6 h2d1f2 2iP + dosis alta + 0 horas luz
t7 h2d2f1 2iP + dosis baja + 16 horas luz
t8 h2d2f2 2iP + dosis baja + 0 horas luz

Nota: Las letras de los tratamientos correspondientes a los codigos, se establecieron de la

interaccién entre los factores de estudio.

3.9 Disefio experimental y andlisis funcional

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) en arreglo factorial 2x2x2
con 10 observaciones por cada tratamiento y la prueba de comparaciones
multiples (LSD) para analizar el tipo de hormona, dosis y fotoperiodo que se

encuentran en estudio y sus interacciones.

3.10 Esquema de analisis de la varianza
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Tabla 5.

ADEVA para el ensayo de multiplicacidon del primer subcultivo de vitro plantulas

de mortifio.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Total

~
O

Tratamientos
Hormonas (H)
Dosis (D)

HxD
Fotoperiodo (F)
HxF

DxF

HxDxF

EE

N = T = = =N

~
N
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Primer subcultivo: Andlisis de variables
4.1.1 Longitud de brote

A los 60 dias de estudio, los resultados obtenidos para la variable longitud de
brote (Figura 2), indican que el tratamiento con mejor resultado fue el T3
(zeatina 0.5 ppm con fotoperiodo de 16 horas luz) seguido del T4 (zeatina 0.5
pmm con fotoperiodo de 0 horas luz) alcanzando una longitud promedio de 5.8
y 5.7 mm respectivamente. Estos resultados se deben posiblemente a que la
zeatina se comporta mejor en elongacion del brote que 2ip, concordando con
Ruzi'c (2012), quien reportdé que, al utilizar 0,5 mg/L de zeatina y bajas
concentraciones de IBA, los resultados fueron superiores en cuanto a
elongacion y multiplicacion de brotes. Ademas, Rache y Pacheco (2012),
reportaron que la concentracion de 2ip utilizada en su investigacion (59,09 uM)

inhibié la elongacién de brotes de V. meridionale.

Longitud de brote

49 —#—Tratamiento 1

4 —B—Tratamiento 2

5,8 —d—Tratamiento 3

5,7 =—#=—Tratamiento 4
3.8 ——Tratamiento 5

3,9 —@—Tratamiento &

3.7 Tratamiento 7

3,26 Tratamiento B

T T T T T
0 20 30 40 50 1)

Figura 2. Longitud de brotes. INIAP, 2018.
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Tabla 6.

Resultados de longitud alcanzada por brotes a los 60 dias (primer subcultivo).

Tratamientos  Longitud de brote

1 4.9
4
5,8
5,7
3,8
3,9
3,7
3,26

o N o o~ WODN

4.1.2 Coeficiente de multiplicacién

Segun el andlisis ADEVA, para la variable de coeficiente de multiplicacién a los
60 dias, la tabla 7, muestra que, el factor hormona, asi como, las interacciones
hormona-dosis y hormona-fotoperiodo tuvieron diferencia significativa, mientras
que, para los factores: dosis y fotoperiodo e interacciones dosis-fotoperiodo no
existid significancia.

El promedio general fue de 2,98 % vy el coeficiente de variacion fue de 34,58%,
gue para este tipo de investigacion es buena y posiblemente se produjo por la
variabilidad genética del explante inicial.

Tabla 7.

Andlisis de varianza para el coeficiente de multiplicacién del primer subcultivo.

Fuentes de  Grados de Suma de Cuadrado F Valor p
variacion libertad cuadrados medio
Modelo 7 33,75 4,82 4,56 0,0003
Hormona 1 16,20 16,20 15,31 0,0002
Dosis 1 2,45 2,45 2,31 0,1325
Fotoperiodo 1 2,45 2,45 2,31 0,1325
Hormona x 1 3,20 3,20 3,02 0,0863
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Dosis

Hormona X 1 3,20 3,20 3,02 0,0863
Fotoperiodo

Dosis X 1 1,25 1,25 1.18 0,2808
Fotoperiodo

Hormona X 1 5,00 5,00 4,72 0,0330
Dosis X

Fotoperiodo

Error 72 76,20 1,06
Total 79 109,95
Coeficiente 34,58

de variaciéon

Hormona

Segun los datos obtenidos (Tabla 8), se muestra que, la mejor respuesta para

el factor hormona en la variable coeficiente de multiplicacién, se obtuvo con la

hormona 1, correspondiente a zeatina, lo cual coincide con Ostrolucka et al (

2007), quienes tuvieron éxito con el uso de esta hormona en la proliferacion de

V. corybosum, estos investigores, también encontraron que los brotes

sembrados en zeatina fueron superiores en cuanto a vigorosidad, lo que

concuerda con este estudio, ya que fisicamente los brotes en zetina

presentaron mayor vigor que los de 2ip. Ademas en el afio 1991 Reed reporté

que la zeatina resulté ser mas eficiente para la iniciacion de brotes en 8 de 12

genotipos de Vaccinium comparada con otras citoquinas como 2ip.

Tabla 8.

Test LSD Fisher al 5% para el factor hormona.

Hormona Medias n E.E
1 3,43 40 0,16
2 2,53 40 0,16 B

Nota: Medias con una letra en com(n no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Dosis

Para la dosis de hormona, la tabla 9, indica que este factor no incide en la
multiplicacion de mortifio, sin embargo, la dosis baja (0.5 ppm) de zeatina,
resulté ser mas eficiente que la dosis alta en cuanto a coeficiente de
multiplicacion y longitud de brote, resultados similares a los presentados por
Gajdosova et al (2006), quienes demostraron la eficacia de zeatina en bajas
concentraciones (0,5 mg/L) para inducir la formacion de brotes en cultivo de
meristemos de Vaccinium sp. También Debnath en el 2004 reporté que con
mayor cantidad de zeatina los brotes de dwarf raspberry (Rubus Pubescens
Raf.) no se expandieron y tuvieron una alta tasa de mortalidad, otro estudio del
investigador en el 2005, mostré su éxito al usar dosis bajas (1 y 2 uM) de
zeatina para elongacion y propagacion de Lingonberry (V. vitis-idaea)

respectivamente.
Tabla 9.

Test LSD Fisher al 5% para el factor Dosis.

Dosis Medias N E.E
1 2,80 40 0,16 A
2 3,15 40 0,16 A

Nota: Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p>0,05)

Fotoperiodo

Como se muestra en la tabla 10, mediante el analisis de comparaciones
multiples LSD, se observé que la luz no incidié en la multiplicacién in vitro de
mortifio, a diferencia de lo obtenido por Trujillo, 2008 y Duefias (2017), quienes
concluyeron que en la fase de establecimiento in vitro de semillas la luz fue un

factor determinante para estimular su germinacion.

Durante el estudio, se observd que la mayoria de plantas (52.5%), que se
encontraban en presencia de luz adquirieron una coloracion rojiza (Figura 3) ,
lo cual, posiblemente se debe a la presencia de antocianinas, ya que al
someter a la planta a una luz intensa se genera la acumulacion de este

compuesto que de manera eficaz absorbe la luz ultravioleta, por lo que se cree
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gue actta como protector solar, ya que las plantas que poseen esta coloracién
generalmente se encuentran en regiones con alta e intensa luminosidad
(Gonzales, 2007).

Tabla 10.

Test LSD Fisher al 5% para el factor Fotoperiodo.

Fotoperiodo Medias n E.E
1 3,15 40 0,16 A
2 2,80 40 0,16 A

Nota: Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p>0,05)

Figura 3. Coloracion rojiza en vitro plantas de mortifio.

Nota: A) Explantes de coloracion rojiza bajo un fotoperiodo de 16 horas luz, tratamientos: 1.1,
1.2,1.3,1.7,1.8,1.9,3.3,34,3.6,3.7,3.9,3.10,5.4,5.7,5.9,5.10, 7.2, 7.3, 7.6, 7.8 y 7.9.

B) Explantes de coloracién rojiza en ausencia de fotoperiodo (0 horas luz), tratamientos: 6.7 y
6.9.

El andlisis para la comparacion entre factores LSD al 5%, para la interaccion
hormona, dosis y fotoperiodo arrojé que el tratamiento que alcanzo el mejor
resultado fue el T3 (zeatina al 0.5 ppm en un fotoperiodo de 16 horas luz)
(Tabla 11), lo que demuestra que los factores antes mencionados interactuan.
Para el primer subcultivo se tuvo sobrevivencia del 100% de brotes.
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Tabla 11.

Test LSD Fisher al 5% para el factor Dosis.

Tratamiento Hormona Dosis Fotoperiodo Medias N E.E

T3 1 2 1 4,30 10 0,33 A

T4 1 2 2 330 10 0,33 B

T1 1 1 1 330 10 0,33 B

T5 2 1 1 290 10 0,33 B C
T8 2 2 2 290 10 0,33 B C
T2 1 1 2 280 10 0,33 B C
T6 2 1 2 220 10 0,33 C
T7 2 2 1 2,10 10 0,33 C

Nota: Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p>0,05)

Numero de brotes viables: Los datos obtenidos en niumero de brotes fueron
utilizados para establecer el coeficiente de multiplicacion que resulta de la
divisiébn: nimero de brotes iniciales/ numero de brotes finales, es decir que los

datos son los mismos en las dos variables.
4.2 Segundo subcultivo: Andlisis de variables

En el segundo subcultivo se observd que los resultados siguieron la misma

tendencia que en el primero.

Para la variable longitud de brote tenemos que los mejores tratamientos son el
T1 (zeatina 1 ppm en fotoperiodo de 16 horas luz) y el T2 (zeatina 1 ppm en
fotoperiodo de 0 horas luz) (Fig. 4) (Tabla 12), al realizar una comparacién con
el primer subcultivo podemos notar una pequeiia variabilidad en la dosis a usar
ya que en el primer ciclo los brotes presentaron resultados superiores con dosis
bajas. Estos resultados pueden deberse a que las plantas provenian de un
medio de cultivo con hormona. Sin embargo, la interaccion de la zeatina con los

brotes nuevamente resulté ser la mejor opcion.
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Longitud de brotes segundo subcultivo

4,94

464

=4=—Tratamiento 1
~fi—Tratamiento 2
==i=Tratamiento 3
—=Tratamiento 4
—#=Tratamiento 5
=&=Tratamiento 6
~===Tratamiento 7

===Tratamiento 8

Figura 4. Longitud de brotes segundo subcultivo.

Tabla 12.

Resultados de longitud de brote de V. floribundum Kunth en el segundo

subcultivo.

Longitud de brote
Tratamientos segundo
subcultivo

(4,94 mm)
2 (4,64 mm)
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(3,27 mm)
(3,06 mm)
(3,64 mm)
(2,35 mm)
(3,35 mm)
(3,32 mm)

0 N oo 00 b~ W

Para la variable coeficiente de multiplicacién, al igual que en la primera etapa
tenemos que la zeatina es la hormona con los mejores resultados teniendo a
T3 (zeatina 0.5 ppm con un fotoperiodo de 16 horas) y T4 (zeatina 0.5 ppm con
un fotoperiodo de 16 horas)como los tratamientos mas eficientes (Fig. 5), lo
que posiblemente estuvo asociado con la influencia de esta hormona en la
actividad de divisén celular (Letham, 1963). Ademas, Ostrolucka y otros en el
2002, reportaton que la zeatina mostré6 una influencia positiva sobre la
intensidad de la proliferacion y el crecimiento de brotes en cultivo de V.

corybisum L.

Coeficiente de multiplicacion

B Coeficiente de
multiplicacion

o = ] w E=Y wu (=] ~J
| | | | |

S

T~

e}
L
° [N
w

Figura 5. Coeficiente de multiplicacién segundo subcultivo.
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Tabla 13.

Coeficiente de multiplicacion de brote de V. floribundum Kunth en el segundo

subcultivo.

Tratamientos Coeficiente de multiplicacion
1 4,46

5,13

6,15

4

2,57

1,22

4,94

2,27

o N o o0~ WD
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el estudio indican que el material vegetal de
mortifio respondio eficientemente al proceso de micropropagacion in vitro, por

lo tanto, se aplica la hipétesis alternativa.

Para la micropropagacion in vitro de mortifio el mejor tratamiento resulté el T3
(zeatina a una concentracién de 0,5 ppm en fotoperiodo de 16 horas), del cual
se obtuvo los mejores resultados en cuanto a longitud de brote y coeficiente de
multiplicacion

El fotoperiodo no influy6 de manera determinante en la multiplicacion de vitro
plantas de mortifio, ya que no se observaron diferencias significativas entre los

brotes en presencia y ausencia de luz.

5.2 Recomendaciones

Probar la fase de multiplicacién con brotes que no provengan de semillas para

realizar una comparacion con las respuestas obtenidas en esta fase.

Para la multiplicacion utilizar brotes que visualmente sean vigorosos o con un

tamafio minimo de 3 mm, ya que estos disminuyen la tasa de mortalidad.

Para futuras investigaciones se recomienda aumentar el tiempo de transicion
entre subcultivos, lo cual permitiria que los brotes adquieran mayor longitud y

vigorosidad.
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Anexo 1: Tratamientos dia 0 subcultivo 1. Primera columna tratamientos con zeatina y
segunda columna tratamientos 2ip.

Anexo 2: Tratamientos unibicados en el cuarto de creciemiento de cultivo de tejido

oo

Anexo 4: Proceso de multiplicacién de mortifio



Anexo 5: Cadmara de flujo laminar dispuesta para proceso de multiplicacién

Anexo 6: Tratamientos dia 60, segundo subcultivo. Primera columna tratamientos con zeatina
(1,2,3 y 4), segunda columna tratamientos con 2 ip (5,6,7 y 8).






