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RESUMEN

La investigacion se realizd en el laboratorio de biotecnologia “VITRO Plantas”, en las
coordenadas geograficas latitud 1°25°0” Sur, longitud 78°35°22” Oeste con una altitud de
2855msnm, ubicado en el Barrio San Fernando, canton Cevallos, provincia de Tungurahua.El
arandano (Vaccinium corymbosum L), se ha convertido en una fruta muy apetecible debido a
los beneficios que aporta tanto en la salud como en la economia de la sociedad, su propagacion
se ha visto afectada por la pérdida de calidad de la planta y de sus frutos, por esta razén se
desarroll6 la investigacion teniendo como objetivo desarrollar la propagacion in vitro de esta
especie, elaborar un protocolo de propagacion para el cultivo de arandano, evaluar el medio de
cultivo adecuado para la multiplicacion in vitro de ardndano, utilizando diferentes tipos de
hormonas de crecimiento y determinar el mejor medio de cultivo y la mejor hormona de
crecimiento para la propagacion del cultivo de arandano, se validd la etapa de establecimiento
in vitro y se incluyo6 el uso de desinfectantes méas efectivos como la combinacion de agua
destilada, alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 70%, con las micro estacas establecidas
asépticamente se evalud el efecto de tres hormonas de crecimiento en los diferentes tratamientos
MS1.5g/L, (Z)Img/L, (2iP)2.5mg/L, (AIA)1mg/L;WPM2g/L, (Z)img/L, (2iP)2.5mg/L,
(AIA)1mg/L; observando que el tratamiento 4 (WPM+2Z) fue muy efectivo para la brotacién y
multiplicacién, mejora las condiciones nutricionales del cultivo reflejando resultados en mayor
crecimiento y mejor apariencia de los brotes cabe mencionar que la debidas condiciones de

esterilizacion dan como resultado un 4% de contaminacion in vitro.

Palabras claves: Arandano, in vitro, explante, hormonas, brotacién.



ABSTRACT

The research was carried out in the “VITRO Plantas” biotechnology laboratory in the
geographical coordinates latitude 1°25,0 south, longitude 78°35,22” west with an altitude of
2855 masl (meters above the sea level) located in the San Fernando neighborhood of Cevallos
canton, Tungurahua province. The blueberry (Vaccinium corymbosum L) has become a very
appetizing fruit due to the benefits it brings to both health and the economy of society, its
propagation has been affected by the loss of quality of the plant and its fruits due to this reason,
the research was developed with the objective of developing the in vitro propagation of this
species, develop a propagation protocol for the cultivation of blueberry, evaluate the appropriate
culture medium for in vitro multiplication of blueberry, the in vitro establishment stage was
validated and the use of more effective disinfectants such as the combination of distilled water,
70% alcohol and 70% sodium hypochlorite with the aseptically established micro stakes, the
effect of 3 growth hormones in the different treatments was evaluated, observing that the 4
(WPM+2) treatment was very effective for sprouting and multiplication, it improves the
nutritional conditions of the crop reflecting results in higher growth and better appearance of
the sprouts, it should be mentioned that the proper sterilization conditions result in 4% in vitro

contamination.

Keywords: blueberry, in vitro, explant, hormones, sprouting
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del proyecto

“Propagacion in vitro del cultivo de ardndano (Vaccinium corymbosum L) en el Canton

Cevallos Provincia Tungurahua.”

Tiempo de ejecucion: 6 meses
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Canton Cevallos
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Equipo de trabajo: Cayo Toaquiza Nallely Yamilex
Peralta Puedmag Eduardo Antonio
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Area de Conocimiento: Agricultura, Silvicultura, Pesca y Veterinaria

Linea de investigacion: Desarrollo de Seguridad Alimentaria

Sub lineas de investigacion de la Carrera: Produccion Agricola Sostenible



2., DESCRIPCION DEL PROYECTO

El ardndano (Vaccinium corymbosum L) es una de las frutas con gran demanda y
rentabilidad a nivel Internacional dentro de la produccidn agricola, debido a los beneficios
que tiene para la salud y la economia, en Ecuador la produccién del cultivo es muy
favorable debido a las condiciones de clima ya que es idoneo para el cultivo de arandano
los requerimientos climaticos del cultivo permiten el desarrollo de la planta, pero por otro
lado al momento de adquirir un material que no es considerado como elite para su
propagacion que no cumple con normas fitosanitarias y se desconoce su procedencia
genética esto afectada la pérdida de calidad de la planta y de sus frutos, haciendo que sea
mas propensa a contraer diferentes tipos de enfermedades y plagas en el proceso

vegetativo.

La investigacion se desarroll6 en el Canton Cevallos, Provincia de Tungurahua en el
laboratorio de biotecnologia Vitro en Plantas, el proyecto se basé en la propagacion in
vitro de cultivo de arandano (Vaccinium corymbosum L), por lo cual se elaboré un
protocol6 de propagacion in vitro para realizar la propagacion de arandano, los procesos
realizados fueron una asepsia total del material de partida antes de la introduccion al
laboratorio, se procedié a seleccionar los explantes de dos tipos de diametro para la
introduccion a los medios de propagacion, 30 dias después se procedié a la propagacién
del material in vitro de ardandano en los respectivos tratamientos con un total de 70 frascos
de cultivo con diferentes tipos de hormonas (Zeatina, Adenina, Acido Indol Acético) y
un testigo para poder llegar a determinar cual de los hormonas es méas factible en el
desarrollo morfoldgico del arandano, y asi poder evaluar las variables tales como altura
de brote, nimero de hojas por explante, nimeros de brotes formados en el explante y

porcentaje de contaminacion.

Por la cual se utiliz6 hormonas de crecimiento que cumplieron con el desarrollo
vegetativo de la planta. La zeatina estimula la germinacion de semillas, mejora la
floracidn, la formacion de frutas sin semillas y de brotes. La adenina en cambio muestra
la formacion del crecimiento de apices meristematicos, promueve la proliferacion de
brotes axilares y la formacion de yemas adventicias formadas indirectamente desde callos
o directamente del explante. El &cido Idol acético regula varios procesos en el crecimiento

y desarrollo de la formacion del xilema, raiz, yemas axilares y la estimulacion de los



frutos. El objetivo de utilizar diferentes hormonas es garantizar una correcta propagacion
in vitro del cultivo y asi poder adquirir una planta mas rentable con mayor calidad
genéticamente, que cumplen con las normas fitosanitarias, con mayor porcentaje de

produccion y resistentes a plagas y enfermedades.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La creciente demanda del consumo de arandano, se basa por ser considerado uno de los
mejores alimentos, y un frutal muy rentable del mundo ha llegado a proporcionar una

gran tendencia a toda la agro-industria (Mufioz, 2015).

A pesar de esto, este cultivo tiene grandes limitaciones en cuanto a su propagacion
vegetativa, ya que es realizada por técnicas tradicionales mediante acodos o estacas o por
medios de semilleros, esta técnica prolifera plagas y enfermedades a la planta, ademas
este tipo de propagacion no garantiza un buen enraizamiento lo que genera baja
produccion y calidad del fruto, y esto a la vez representando pérdidas econémicas para
los agricultores.

Para evitar la préctica de cultivo de tejidos vegetales ha sido desarrollada con la finalidad
de propagar de forma masiva las plantas con la caracteristica semejante a la madre y libre
de algun tipo de agentes patdgenos o enfermedades existentes del cultivo.

La propagacion se realizé a partir de un esqueje vegetal al que Ilamaremos (explante),
garantizando la calidad genética y uniformidad de los nuevos clones que pueden ser
comercializados en viveros, 0 a nivel de laboratorio generando ingresos econémicos para

quienes desarrollan la multiplicacion de este tipo de material.

Por consiguiente se realizd un protocolé de propagacion de arandano (Vaccinium
corymbosum L), in vitro que reduzcan perdidas econdémicas a los agricultores al adquirir
plantas en viveros las cuales estan propensas a plagas y enfermedades, este protocolo
permitira obtener plantas con mayor calidad genética resistencia a plagas y enfermedades,

incluso permitiendo la reduccion de costos de produccion, haciéndole un cultivo rentable.



4, BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
Beneficiarios Directos:

Los principales beneficiarios directos con la ejecucién de este proyecto son los pequefios
y medianos agricultores especialmente aquellos que se dedican a la produccion de
arandano ya que con ello podran mejorar la productividad de sus fincas o parcelas y
ampliar sus conocimientos mediante la propagacion in vitro y asi poder adquirir una

planta con mayor calidad genética y uniformidad de los nuevos clones.
Beneficiarios Indirectos:

Este proyecto beneficio indirectamente a las personas que integran la Universidad
Técnica de Cotopaxi entre ellos la poblacion estudiantil y la planta docente del area de
Agronomia, mediante los resultados obtenidos se admitird desarrollar otras
investigaciones y asi poder adquirir conocimientos nuevos a través de este proyecto de

propagacion in vitro.
5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢Qué efecto tiene la propagacion in vitro del cultivo de arandano en la produccion de

plantas?

El género (Vaccinium) es una de las especies sin duda con mayor produccion comercial
en el mundo y muy diversos en cuanto a las caracteristicas morfoldgicas y genéticas.
Existe gran diversidad aproximadamente 450 y 500 especies silvestres entre las cultivadas

son muy apreciadas por sus frutos comestibles (Mufioz, 2015).

Dentro de la produccion del arandano en Ecuador existe gran demanda por el producto
pero un bajo nivel de oferta, la produccién en el pais ha llegado a obtener 1 tonelada por
hectarea siendo una de las razones que demuestra baja produccion y no cubre con la
demanda local, los causantes de baja produccién se debe al mal manejo agrondémico del
cultivo, plantas mal enraizadas que presentan bajos porcentajes de produccion son muy
susceptibles a plagas y enfermedades, siendo los principales causantes que disminuyen la

produccién del arandano en el Ecuador (Ecuaarandano, 2018).



Hoy en dia el mercado nacional como internacional ha permitido crecer la demanda del
fruto, ante este hecho es importante buscar estrategias para suplir estas necesidades, de
oferta y demanda que permitan asegurar la explotacion del producto, realizando una
produccion de forma sostenible para poder garantizar un producto de calidad, al contar
con plantas mas resistentes a plagas y enfermedades asi poder favorecer a los agricultores

en el crecimiento de su produccion y del pais.

Los ardandanos se producen en Ecuador de manera ancestral, mediante el enraizamiento
de estacas y de tallo herbaceos o lefiosos. Sin embargo, al utilizar esta practica se vuelve
deficiente, ya que existen genotipos que muestran bajos porcentajes de enraizamiento lo
que permite menor porcentaje de produccién y diseminacion de enfermedades siendo

unos de los principales problemas a resolver.

En el pais no existe un buen manejo de tecnologia ya que el agricultor al momento de
realizar la propagacion mediante técnicas tradicionales contribuye al aumento de
enfermedades por esta razon, se requiere de estudios que logren suplir todas estas

falencias del cultivo y garantizar mayor produccion del mismo.
6. OBJETIVOS
GENERAL

Desarrollar la propagacion in vitro del cultivo de ardandano (Vaccinium corymbosum L)

en el Cantdn Cevallos provincia Tungurahua.
ESPECIFICOS

e Elaborar un protocolo de propagacion para el cultivo de arandano.

e Evaluar el medio de cultivo adecuado para la multiplicacion in vitro de arandano,
utilizando diferentes tipos de hormonas de crecimiento.

e Determinar el mejor medio de cultivo y la mejor hormona de crecimiento para la

propagacion del cultivo de arandano.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1: Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados.

OBJETIVOS ACTIVIDADES | RESULTADOS | VERIFICACION
Elaborar un protocolo | Indagar los Guia de Protocolo utilizado.
de propagacion para el | diferentes protocolo |protocolo a
cultivo de arandano. que se utilizan para | utilizar.

el manejo de la
propagacion in vitro
en otros frutales.

Evaluar el medio de|Ejecutar Porcentaje de Frascos
cultivo adecuado para |esterilizaciones contaminacion. | contaminados
la multiplicacion in | mediante soluciones
vitro de aradndano, | de alcohol y con
utilizando  diferentes | hipoclorito de sodio
tipos de hormonas de |para eliminar
crecimiento. cualquier tipo de
agente patdgeno.

Determinar el mejor | *Elaboracion de los | *Formacion de | *Longitud del brote.

medio de cultivo y la|medios dentro del callo *Namero de hojas
mejor hormona  de | laboratorio. organogeénico. por brote.
crecimiento para la|*Sembrar los *NUmero de
propagacion del cultivo | explantes en los brotes por
de arandano. medios de cultivo explante.

con diferentes

hormonas.

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)



8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. Arandano (Vaccinium corymbosum L.)
8.1.1. Generalidades

El ardndano (Vaccinium corymbosum L) es un frutal que pertenece al género Vaccinium,
familia de las Ericaceas y conforma un grupo extenso de especie que habitan por el
Hemisferio Norte, Norteamérica, Europa Central y Eurasia, encontrdndolas en América
del Sur, a la misma ves existen pocas especies en Africa y Madagascar. Un aproximado
de 30 especies del género Vaccinium, tienen importancia comercial por sus frutos
comestibles (Mufioz, 2015).

El arandano presenta buena demanda mundial, por aquellos beneficios que brinda a la

salud humana, y su comercio es de gran importancia (Mufioz, 2015).

Vaccinium corymbosum L., se trata de arbustos erectos o rastreros, que alcanzan una
altura variable segln su especie, presenta hojas alternas, caducas o perennes, y de una
gran longevidad, logrando superar los 50 afios de vida en muchos casos. Detallamos dos
especies mas relevantes para nuestra region, V. corymbosum L. y Vaccinium virgatum.

Ambas, son muy similares en cuanto a su cultivo (Undurraga y Vargas, 2013).

Todos los cultivos provenientes de Vaccinium transformados hasta la actualidad han sido
desarrollados de formas rusticas. Las variedades cultivadas es necesario ser sometidas a
bajas temperaturas durante su periodo vegetativo para romper la dormancia, o época de

reposo de las plantas (Mufioz, 2015).
8.2 Situacion de cultivo en el Ecuador
8.2.1 Cultivos de arandano en el Ecuador

Patricio Nacato argumento que la produccion de arandano empez6 en el afio 2015 con la
compra de plantulas para prueba, la misma que fueron de la variedad Biloxi, importadas
desde Estados Unidos.



Terminado las fase de prueba los arandanos se adaptaron a las condiciones agrocliméticas
del Ecuador seguidamente fueron sometidas a una segunda fase, de multiplicacién
vegetativa y por consiguiente la fase de promocion del cultivo entre pequefios y medianos
productores a nivel local. Lo cual paso a convertirse en una fruta con gran rentabilidad
favoreciendo a los productores por el alto precio de venta y a pesar que hubo poca oferta
del cultivo hace que este fruto sea bastante rentable para los empresarios y todos las

personas que incursionan este cultivo (Nancato, 2018).
8.2.2. Superficie cultivada

Ecuador tiene una gran ventaja debido a que permite producir el fruto las 52 semanas al
afio. No es estacional, como en Chile o EE.UU. Dentro de los primeros afios de vida cada
planta ha llegado a producir alrededor de 800 g de fruta. Posteriormente, a partir del
segundo afio, la produccion llega a oscilar en 1.500 g. En el afio 2017 Ecuaarandano unas
de las empresas pioneras alcanzo a producir 3 toneladas de arandano en una superficie de

3 hectéreas llegando a adquirir un precio de 3,99$ por tarrinas de 125 g (Nancato, 2018).
8.2.3. Importancia Econdémica

La ventaja que ha llegado a favorecer el arandano en Ecuador es por sus horas heliofania
que brindad la linea ecuatorial, permitiendo influir en el diametro de su fruto, en la

durabilidad y en los grados brix (Biovegetal, 2018).

Segun Nacato, P. (2018) argumento que el valor por kilogramo de arandano bordea los $
12, por ser una fruta nueva en el pais, y por sus aportaciones de antioxidantes que brinda
a la salud. Ademas presenta una considerable demanda por su fruta, toda la produccién
se vende. EIl cultivo no necesita de abonos costosos una mezcla de nitrégeno, fosforo y
potasio es basica para su desarrollo debe suministrarse por medio del riego, de preferencia

por goteo, para optimizar los recursos.
8.2.4 Composicion nutricional del ardndano

Dentro los estudios realizados por la Universidad de Clemson y el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos, ubicaron al arandano en la posicion nimero uno por la

capacidad de antioxidante en frente que tiene por encima de los demas frutos y vegetales.



Mediante el valor nutricional del ardndano, segin la Food and Drug Administraction
(FDA) de los Estados Unidos, resume que presenta bajo porcentaje de grasas, sodio,
colesterol y es rico en fibras, refrescante con vitamina C, lo cual muestra que es una fruta

comestible con muchas caracteristicas nutricionales (Mego, 2016).

En ellas se incluyen sus principales nutrientes asi como como la proporcién de cada uno.

Tabla 2: Composicion nutricional del ardndano

Factor Nutricional Valor Unidad
Valor calorico 41,68 Kcal
Grasa 0,60 G
Sodio 1 Mg
Carbohidratos 6,05 G
Fibra 4,90 G
Azlcares 6,05 G
Proteinas 0,63 G
Vitamina A 5,70 Ug
Vitamina C 22 Mg
Vitamina B3 0,09 Mg
Calcio 10 Mg
Hierro 0,74 Mg

Fuente: Mego, (2016)

Ademas el arandano se ha convertido en una fruta que contribuye a prevenir
enfermedades degenerativas de los 0jos como cataratas, retrasan el envejecimiento y son
antinflamatorias, gracias a su composicion y valor nutricional se ha transformado en un

tesoro para la salud humana.
8.3. Botanica
8.3.1. Raiz

Presenta un sistema radical ligero que se encuentra en los primeros 40 cm de profundidad,
es decir que la raiz se encuentra muy cerca de la superficie la misma que posee raices
finas y fibrosas que carecen de pelos absorbentes. Se pueden asociar de forma natural con
una micorriza formando una simbiosis, convirtiéndola esta un mayor desarrollo
vegetativo. Es sensible al encharcamiento en suelos pesados, es decir que las raices del
arandano no son capases de traspasar superficies compactados lo mismo que necesitan

suelos sueltos y bien drenados (Undurraga y Vargas, 2013).
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8.3.2. Hojas

Las hojas son simples y alterna que se distribuyen a lo largo de la ramilla. Las especies
del genero Vaccinium poseen hojas caedizas, siempre presentan tonalidad verdes. Las
hojas varian en tamafio segun su especie de 1 a 8 cm de largo y su forma varia de ovada
a lanceolada (Mufioz, 2015).

8.3.3. Flores

Las flores se presentan en racimos, y se pueden encontrar aproximadamente de 6 a 10
flores por cada racimo. Las corolas poseen entre 4 a 5 pétalos fusionados y los pistilos
poseen entre 8 y 10 estambres. Los ovarios inferiores poseen entre 4 a 5 l6culos y en cada
I6culo se encuentran los 6vulos (Valdenegro, 2007).

8.3.4. Fruto

Su fruto es una baya esférica de 1 a 3 cm de diametro, con un peso alrededor de 0,5 a 4,0
g y aproximadamente 20 a 100 en su interior relacionado con el tamafio del fruto. Las
bayas, a medida que maduran, pasan por diferentes tonalidades de color, obteniendo un
tono azul al finalizar la maduracion, los frutos mas cercanos a las ramas mas gruesas

producen frutos mas vigorosos (Undurraga y Vargas, 2013).
8.4 Requerimientos edafoclimaticas
8.4.1 Horas frio

El origen del termino viene de las investigaciones acerca de los requerimientos de bajas
temperaturas para la ruptura de la dormicion de las yemas de los arboles frutales se
iniciaron hace méas de medio siglo (Costa y Ramina, 2014).

El Arandano dentro del hemisferio sur o norte mediante los paises como EE, UU o Chile
se demuestra que es una planta estacional necesitando unas horas frio de 1000 H pero al
mejorar las variedades del arandano se llegd a requerir 200 horas frio. Mediante la nueva
variedad que fue mejorada a partir de biloxi permitié reducir las horas frio para poder

producir por esa razon el pais de Ecuador llego a desarrollar una nueva planta para
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promover dentro de la agricultura y la economia demostrando una buena adaptabilidad y

produccién en los diferentes pisos climaticos (Ecuaarandano, 2018).

8.4.2 Suelo

El cultivo de ardndano requiere de suelos sueltos y bien drenados con buen contenido de
materia organica se demuestra que el pH adecuado para este cultivo es de 4,5y 5,5, deben
presentar buen drenaje y aireacion. Por lo tanto se debe mantener una humedad relativa
alta pero sin llegar al encharcamiento ya que es fragil a sofocacién radicular como a

sequia (Carrera, 2012).

8.4.3. Clima

Los arandanos crecen en una gran variedad de climas ya que sus requerimientos de frio
van desde las 400 a 1.100 horas de frio, las cuales corresponden al nimero acumulado de
horas con temperaturas menores a 7.2 °C, para cumplir su receso invernal y romper la
dormancia. Una vez que las plantas rompen la latencia se vuelven muy sensibles a las

bajas temperaturas (Undurraga y Vargas, 2013).

Cuando se demuestra temperaturas altas con heladas severas las yemas trascienden a
demostrar dafio vascular produciendo necrosis en el area afectada. Mientras que en los
climas calurosos mediante la cosecha de la fruta, reduce la calidad en el sabor y tamafio
(Valenzuela, 1988).

8.4.4. Agua

Debido a sus raices superficiales, fibrosas y de poca extension, el arandano es muy
sensible al déficit y exceso de agua. Donde no se conozca la calidad del agua de riego se
recomienda realizar un analisis quimico para determinar pH, sales solubles
(conductividad eléctrica), y razén de adsorcién de sodio (RAS). Ademas, debera sacarse
otra muestra de agua para analisis microbiologico para asegurar y demostrar que se regara
con agua de buena calidad y limpia. Es importante que los sistemas de riego permitan
mantener una buena humedad los primeros 15 a 20 cm del suelo, debido a que a esta
profundidad se encuentra gran parte de las raices. No obstante en lugares con peligro de

heladas se debe utilizar el riego por aspersion para su control (Undurraga y Vargas, 2013).
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8.5. Plagas y Enfermedades
8.5.1. Plagas
8.5.1.2. Gallina ciega (Anamola scarabaeidae)

Esta plaga mediante la fase adulta se caracteriza por afectar en la mayoria de los estadios
la perdida de la polinizacion y fructificacion. Se alimenta directamente de las raices
causando la disminucion de la absorcion de nutrientes. La infestacion de esta plaga se

debe a las altas temperatura en las que se encuentran el cultivo (Carrera, 2012).
8.5.1.3. Trips de las flores (Thysanoptera)

Estos insectos se identifican por ser de 0,8 a 1,7 mm de longitud mediante el estado de
madurez cuando las temperaturas son altas existen proliferacion reproductiva estos
insectos succionan la sabia de las hojas y flores ocasionando que la flor no se polinice de
igual forma este insecto interfiere en el crecimiento y desarrollo de la planta. Ademas de

ser vector de enfermedades, hongos, bacteria y virus para el cultivo (Hong, 2005).
8.5.1.4. Mosca de la fruta (Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata)

La mosca de la fruta ocasiona dafios muy severos en su etapa larvaria se alimenta de la
fruta ocasionando pérdida de calidad del fruto esta plaga es limitante para el cultivo

“Anastrepha fraterculus y Ceratitis capitata”. Son pequefias, de aproximadamente 2-3
mm con abdomen redondo y las hembras ovipositan directamente en la fruta. Ya que
tienen la capacidad de generar dafios muy limitantes para la venta del fruto al final de su

cadena productiva (Mufioz, 2015).
8.5.2. Enfermedades
8.5.2.1. Moho gris (Botrytis cinerea)

Esta enfermedad se presenta bajo condiciones de humedad debido a los periodos extensos
de lluvia ocasionando dafios en las partes tiernas de la planta tales como tallos, flores y
frutos. Sus sintomas presenta amarillamente de los brotes, machas necroéticas caida de

flores y pudricién de los frutos (Hong, 2005).
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8.5.2.2. Tiz6n tardio o mildiu (Phytophtora sp.)

Esta enfermedad causa muerte de la hoja los sintomas que tiene esta enfermedad es que
presenta clorosis y enrojecimiento del follaje limitando el desarrollo de la planta EI mal
manejo agronoémico de este cultivo por la excesiva fertilizacion y herbicidas ocasiona
que esta enfermedad se prolifere. Ademas un mal manejo del sistema de drenaje y riego
pueden causar esta enfermedad. Para su prevencion se recomienda que sean libres de
agentes patagones y resistentes de los mismos se debe realizar un buen drenaje y controlar
la fertilizacion (Hong, 2005).

8.5.2.3. Tizén temprano (Alternaria tenuissima)

La enfermedad se presenta en los tallos en manifestaciones de pequefias manchas
necroticas oscuras sobre las hojas y los frutos las mismas que se transforman en pequefios
cancros. Para su control se recomienda la aplicacion de fungicidas especificos durante la
floracion y una vez cosechada la fruta es necesario enfriarla rapidamente para preservar
su calidad (Hong, 2005).

8.5.2.4. Roya (Pucciniastrum vaccinii)

Esta enfermedad se presenta en el haz de la hoja como lesiones clordticas y con el avance
de la enfermedad se convierten en manchas de color castafio oscuro y avanza en la gran
parte de la hoja. Mientras que en el envés se observan necrosis de color amarillo
anaranjado (Hong, 2005).

8.5.2.5. Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides)

La antracnosis es un hongo que al ingresar por heridas en hojas o tallos produce infeccion
ocasionando pequefias manchas de color marrén en las hojas también presenta muerte
progresiva en el apice, flores y frutos. Con una particularidad que en los frutos los
sintomas se visualizan luego de la cosecha generando ablandamiento de los frutos. Se

recomienda controlar las temperaturas (Hong, 2005).
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8.5.2.6. Agalla de corona (Agrobacterium tumefaciens)

Todas las variedades de arandano son susceptibles a la agalla de corona estas forma
tumores en la base de los tallos y en las raices principales ocasionando déficit en el
crecimiento y desarrollo de la planta ya que no permite una buena absorcion de agua y
nutrientes. La agallas en la base joven presentan caracteristicas de color claro y blandas
con el avance de esta enfermedad las agallas se vuelven rugosas, duras y de color marrén.
Para el control de la agalla se debe plantar plantulas libres de agentes patdgenos se debe
adquirir plantas en viveros que garanticen una planta genéticamente idénea y libre de

agente patégeno (Hong, 2005).
8.6. Medio de cultivo y hormonas
8.6.1. Murashige y Skoog

El Murashige y Skoog fue inventado por los cientificos Toshio Murashige y Folke
K.Skoog en el afio de 1962, convirtiéndolas como los nuevos reguladores del desarrollo
vegetal. De esta forma se consideran unos de los medios mas comunmente usados en el

cultivo in vitro de tejidos vegetales (Rodriguez, 2014).

Siendo apto para la mayoria de las especies por lo que es de amplia utilizacion excepto
para las méas sensibles a la salinidad ya que se caracteriza por tener una elevada
concentracion salina. EI Murashige y Skoog también es unos de los medios que contienen
sustancia que incluye los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas (Murashige y
Skoog, 1962).

8.6.2 Woody Plant Medium

Woody Plant Medium fue originalmente formulado por Lloyd y McCown en 1981. Desde
entonces es ampliamente utilizado para la propagacion de muchas plantas. Su
formulacién es una mezcla de nutrientes inorganicos, sales, vitaminas y aminoacidos.
Woody Plant Medium proporciona toda lo macro esencial elementos y micro-elementos

para el cultivo in vitro o tejido vegetal (Rathore, 2005).
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8.6.3. Zeatina

Fue adoptada en 1964, por Letham se lo desarrollo como un compuesto fisiolégicamente
activo derivado de adenina, es esencial para los procesos de desarrollo en las plantas tales
como el crecimiento vegetativo y la induccion floral. (Burriel, 2003).

La Zeatina incide en la germinacion, equilibra la dormancia y retarda el envejecimiento
de hojas y frutos. Uno de los efectos especiales que permite la Zeatina es la estimulacion
de la germinacién de semillas, formacion de frutas, ruptura del letargo sin semillas, induce
a la formacién de brotes, mejora la floracion y ruptura la dominancia apical (Burriel,
2003).

8.6.4. (2-isopentenilo) adenina

Es un regulador dl crecimiento de la planta el mismo que permite estimulara la division
celular, crecimiento y desarrollo se lo utiliza en cultivos in vitro para obtener callos de
germinacion. Ademas interactia como un regulador de variedades de cultivos
comerciales lo cual permite que aumente el rendimiento en un 20%-30% (Hine y
Abdelnour, 2013).

8.6.5. Acido Indol Acético

Esta auxina natural estd presente en la mayoria de la planta y permite determinar
hormonas vegetales que controlan varios procesos de desarrollo vegetal el mismo que es

de gran importancia en la aplicacion de la agricultura ecolégica (Castillo, 2005).

Esta auxina incide en el crecimiento y desarrollo de las plantas generalmente en los
procesos fisioldgicos de igual forma cumple un rol importante en la formacion del xilema,

estimula la madurez y desarrollo de los frutos (Castillo, 2005).

8.6.6. Acido Indol Butirico

Se lo considera como un estimulador de crecimiento vegetal el cual tiene una actividad

auxinica a su vez se lo utiliza para iniciar la formacion y el desarrollo de raices en un
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procedimiento llamado micro propagacion, este permite causar la formacién de masas de

células indiferenciadas llamadas callos (Hernandez et al, 2005).
8.6.7. Sacarosa

El azucar es esencial en un medio nutritivo ya que permite el desarrollo de plantas in vitro
por tal se lo considera fundamental ya que se utiliza para un rapido crecimiento

heterotréfico y desarrollo de los tejidos.

Cuando la sacarosa ésta elevada, tiende a disminuir la capacidad fotosintética. Pero,
cuando las concentraciones de azlcar son muy bajas, se tiende a incrementar la capacidad
fotosintética y con ello se reducen los cambios fisiolégicos de la planta para adaptarse al
suelo y poder mejorar su respuesta al momento del trasplante (Troncoso et el, 2006).

8.6.8. Agar

El Agar es un medio de cultivo artificial rico en azlcar capaz de mantener vivo los
microorganismos por un periodo determinado el mismo que fue disefiado para almacenar
muestras vegetales libres de contaminacion. Se lo utiliza como medio geleficande el cual
da rigidez en los medios de cultivo permitiendo el crecimiento y desarrollo de otros

microorganismos que crecen dentro del agar (Flores, Robledo, y Jimarez, 2017).
8.7. Propagacion

La propagacion vegetativa de arandano se realiza de dos maneras, el enraizamiento de
esquejes de tallo y la micropropagacion. Dentro de la cual existen los siguientes tipos de

propagacion (Bonilla, 2018).
8.7.1. Propagacion por acodo

Este método consiste que el acodo debe presentar formacion de raices en el tallo que ain
se encuentra adherido a la planta madre. Este método de propagacion genera plantas

idénticas a la planta madre (Bonilla, 2018).


https://www.ecured.cu/Callos
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8.7.2. Propagacion por estacas

Este método de propagacion consiste en utilizar estacas tomadas de planta elites que se

encuentren libres de cualquier agente patogeno.

Para la propagacion de estacas se emplean ramas que procedan de plantas madres y que

tengan caracteristicas sobresalientes:

e Lefiosas o semilefiosas de plantas sanas.
e Provenientes de ramas que hayan fructificado.

e Deben tener un aproximado de 2 a 3 yemas en buen estado.

Este método consiste en seleccionar varetas vegetales de 35 cm de longitud, con un
diametro aproximado de 1cm y debe contener de 2 a 3 yemas Utiles. Luego deben ser
plantas en substrato utilizando hormonas de crecimiento luego de 60 dias obtendremos

lista para trasplante (Bonilla, 2018).

8.7.3. Seleccidon de plantas madres

Se debe seleccionar plantas madres que se encuentren libres de cualquier patégeno y
presenten cualidades sobresalientes de las deméas tales como alto porcentaje de

produccién frutos grandes, sanas y vigorosas (Cruz, 2012).

8.7.4. Propagacion por raiz o fragmentos de tallo subterraneo

Este método de propagacidn consiste en obtener fragmentos de raiz de plantas elites.
Estos fragmentos seran divididos en pequefias secciones de 10 a 15 cm de longitud y de
1 a5 cm de didmetro con 2 a 3 yemas Utiles que garanticen la brotacion (Cruz, 2012).

8.8. Etapas del cultivo in vitro

8.8.1. Seleccion del explante

La seleccion del explante es muy importante ya que de este depende también la respuesta

que se dé in vitro; mientras mas joven sea la planta de la que se extrae el material vegetal
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mejor seréd la respuesta, principalmente debido a que tiene zonas de crecimiento mas

activas que una planta adulta (Cruz, 2012).

Los explantes pueden ser de diferentes tipos como, por ejemplo: porciones de tejido,
células, granos de polen, semillas, entre otros, para mantener una alta estabilidad genética

se prefiere como explante los meristemos apicales y segmentos nodales (Cruz, 2012).
8.8.2. Desinfeccion

Seleccionado el explante se aplica un proceso de desinfeccion superficial que consiste en
la utilizacién de distintos agentes desinfectantes como bactericidas, fungicidas en los
cuales se destaca al hipoclorito de sodio o calcio. Terminado el proceso de desinfeccion
el explante es trasladado a una cdmara de flujo laminar para su siembra en un medio de

cultivo estéril en condiciones de estricta asepsia (Gonzales, 2017).
8.8.3. Establecimiento in vitro

El establecimiento in vitro tiene como objetivo primordial obtener un cultivo libre
contaminacion, en el que los explantes se encuentren sembrados en un medio de
composicion quimica definida para su desarrollo y crecimiento; y asi, tener plantas

vigorosas para el proceso de propagacion (Hine y Abdelnour, 2013).
8.8.4. Multiplicacion

En la fase de multiplicacion se espera que los explantes que sobrevivieron a las fases de
desinfeccion y establecimiento generen periddicamente nuevos brotes por medio de
division y resiembra al ser sub cultivados en un nuevo medio con diferentes hormonas
(Cruz, 2012).

8.8.5. Enraizamiento

El enraizamiento es una de las etapas que se realiza al momento de finalizar el proceso
del cultivo in vitro lo cual se utiliza mediante el proceso productivo de micropropagacién

después de pasar de una etapa de multiplicacion e inicia esta fase.
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8.8.5.1. In vitro

El enraizamiento se basa en aislar 6rganos y tejidos vegetales que permite la induccion
de raices adventicias en brotes alargados, los cuales son ingresados a ser conservados en
un medio de cultivo con una composicion de auxinas, con el propésito de conseguir

plantulas completas que después llegaran hacer aclimatadas (Lencina et el, 2017).

8.8.5.2. Ex vitro

El enraizamiento ex vitro, se basa cuando la planta es retirada del medio de enraizamiento
por consiguiente se debe eliminar el agar adherido a las raices, para no causar
proliferacion de hongos y bacterias que fueron ingresados dentro del cultivo in vitro.
Mediante este proceso los explantes pueden ser tratados con auxinas y plantados en
sustrato para la formacion de raices para luego ser trasplantadas en el medio exterior
(Lencina et el, 2017).

8.8.6. A-climatizacion

La a-climatizacion es la fase final y la de mayor importancia debido a que en esta se da
la adaptacion de las vitroplanta a un ambiente ex vitro (Vaca, 2012). En esta etapa es
importante simular un ambiente con caracteristicas similares in vitro hasta que el material

vegetal se adapte a las nuevas condiciones (Carrera, 2012).

La siembra del material a aclimatar se realiza en una combinacién de sustratos asépticos
de origen natural o artificial que permitan el crecimiento de cada planta en condiciones
ambientales controladas. Las raices deben tener aireacion, disponibilidad de agua y sostén

mecanico para un mejor desarrollo (Carrera, 2012).

8.8.6 Cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos es una técnica in vitro que permite la propagacion de material

vegetal genéticamente estable y libre de enfermedades (Gonzales, 2017).

Es util para el saneamiento de especies vegetales. Es de importancia reconocer la zona en

donde se encuentra el meristemo ya que este varia dependiendo de la especie; por lo cual,
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estudios preliminares son necesarios para identificar su ubicacion y manipulacion

adecuada y asi facilitar la extraccion (Gonzales, 2017).

Es una estructura donde se origina el crecimiento y division celular continuamente. Estos
se clasifican segin su origen, primarios, meristemos apicales y los secundarios en

meristemos axilares (Gonzales, 2017).
9. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

Ho: La propagacion desarrollada en base a la combinacion de agentes desinfectantes y
concentracion de componentes del medio de cultivo no permiten el establecimiento in

vitro de ardndano (Vaccinium corymbosum L) a partir de meristemos axilares.

Ha: La propagacion desarrollada en base a la combinacion de agentes desinfectantes y
concentracion de componentes del medio de cultivo si permiten el establecimiento in vitro

de ardndano (Vaccinium corymbosum L) a partir de meristemos axilares.

10. METODOLOGIAS

10.1.Ubicacion y duracion del ensayo

El proyecto de investigacion se ejecutd en el laboratorio de biotecnologia “VITRO
Plantas”, que se encuentra ubicado en el Cantdn Cevallos en el Barrio San Fernando de
la Provincia de Tungurahua, cuya ubicacion geografica, latitud 1°25°0” Sur, longitud
78°35°22” con una altitud de 2855msnm, la investigacion tuvo una duracion de 150 dias

de trabajo en el laboratorio.
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En el tabla 3 se presenta las condiciones agro-meteoroldgicas del Cantdn Cevallos.

Tabla 3: Condiciones agro meteoroldgicas del canton Cevallos

Pardmetros Promedios
Altitud m.s.n.m 2855
Temperatura maxima °C 18
Temperatura minima °C 12
Temperatura media anual °C 12.85
Precipitacion mm/afio 250 a 500
Precipitacion media mm/afio 442.4
Heliofania hora/luz/afio 771
Humedad relativa % 75.8

Fuente: Estacion del Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), en Queracocha, 2015.

En el tabla 4 se presenta las condiciones ambientales controladas dentro del laboratorio.

Tabla 4: Condiciones agro-meteorolégicas en el laboratorio.

Parametros Promedios
Temperatura 17°C — 27°C
Humedad relativa 30% - 70%
Luminosidad 24 h
Fotoperiodo 16-8 h

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)
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10.3.Materiales y equipos

Para la propagacion in vitro del cultivo de ardndano se utilizé los siguientes materiales y

equipos lo cuales se detallan en siguiente tabla.

Tabla 5: Factores en estudio.

Materiales Equipos

Vasos de precipitacion Céamara de flujo laminar
Mecheros Autoclave

Probeta Balanza analitica

Tubos de ensayo Destilador de agua
Frascos de vidrio Agitador magnético
Cajas Petri pH — metro

Pinzas Microondas

Bisturi

Termdmetro

Sales minerales, (MS, WPM)
Mascarilla

Agua destilada

Mandil

Alcohol

Servilletas

Agar

Hipoclorito de sodio

Hormonas
Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)

10.4.Tratamientos

Los tratamientos en la presente investigacion seran resultado de la combinacion de los

factores dando un total de seis tratamientos y se afiadira un tratamiento testigo.

De la unién de los factores se obtendran los tratamientos. Tabla 6.

Tabla 6: Tratamientos de la investigacion.

Orden Tratamiento Cadigo
1 Murashige y Skoog + Zeatina MS+Z

2 Murashige y Skoog + N6-(2-isopentenilo)adenina MS+2iP

3 Murashige y Skoog + Acido Indol Acético MS+AIA

4 Woody Plant Medium + Zeatina WPM+Z

5 Woody Plant Medium + N6-(2-isopentenilo)adenina | WPM+2iP
6 Woody Plant Medium + Acido Indol Acético WPM+AIA
7 Testigo Testigo
Elaborado por: Cayo y Peralta, (2021)
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Se empled un Disefio completamente al azar (DCA), con siete tratamientos y diez

repeticiones. Ademas se utilizd la prueba de rangos mdultiples de Tukey al 5% de

probabilidad. Tabla 7.

Tabla 7: Esquema de andlisis de varianza

Fuente de Variacion

Grados de Libertad

Repeticiones (r-1) 9
Tratamientos (t-1) 6
Error experimental (t-1) (r-1) 54
Total (t.r-1) 69

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)

10.6. Esquema del experimento

La metodologia que se utiliz6 en la investigacion se basa en aspectos técnicos basados en

los procedimientos y métodos relacionados con las siguientes etapas: unidad

experimental, area, forma, dimension y asignacion de tratamientos.

Tabla 8: Esquema del experimento

Tratamiento Repeticiones | U.E | Total
Murashige y Skoog + Zeatina 10 5 50
Murashige y  Skoog N6-(2- 10 5 50
isopentenilo)adenina

Murashige y Skoog + Acido Indol Acético 10 5 50
Woody Plant Medium + Zeatina 10 5 50
Woody Plant  Medium N6-(2- 10 5 50
isopentenilo)adenina

Woody Plant Medium + Acido Indol Acético 10 5 50
Testigo 10 5 50
Total 350

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)

10.7.Manejo del Experimento

UE= Unidades Experimentales

Se realiz0 visitas al campo para identificar el material vegetativo estos fueron recolectado

en lamisma zona o lugares aledarios al laboratorio se pasé a seleccionar una planta madre

o elite joven la cual es libre de agentes patdgenos, que cuente con caracteristicas

excelentes fisiolégicamente y posea un historial bueno en produccidn, la recoleccion de

los explantes se lo realiza de la parte inferior de la planta, es recomendable que el material
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vegetativo seleccionado no sea maduro ni precoz para obtener buenos resultados en el

desarrollo de los nuevos clones.

Mientras que el manejo del experimento se llevd de la siguiente manera se recolectaron
varetas de arandano que estén libres de cualquier agente patégeno y se procedio a realizar
cortes de 2 cm a las cuales llamaremos explantes o micro estacas, continuamos con el
proceso de asepsia al material recolectado en campo antes de ingresar al laboratorio para
ello se procedio a realizar varios lavados y enjuagues en agua destilada, alcohol y en una
solucion de hipoclorito de sodio esto a diferentes intervalos de tiempo como fueron 5min,
10min, 10min, a continuacion se realiz6 la preparacion de medios de cultivos para ello se
realizd 90 minutos de autoclavado, los medios que se prepararon fueron (Murashige y
Skoog, Woody Plant Medium) mas la aplicacion de tres hormonas a diferentes dosis,
Zeatina (Z) a 1.0mg/L, N6-(2-isopentinilo)adenina (2iP) a 2.5mg/L y Acido Indol Acético
(AlA) a 1.0mg/L, y se provino a hacer el establecimiento in vitro de micro estacas de

arandano.

Luego se evalud el porcentaje de contaminacién y prendimiento de los explantes, en los
respectivos medios a continuacion se dejo bajo observacion durante ocho semanas para
realizar la micropropagacion, una vez culminadas las ocho semanas de observacion se
procedid a realizar la micropropagacion in vitro en los diferentes tratamientos luego se
procederd a llevar los frascos al cuarto de crecimiento y deberdn permanecer por 8
semanas para su respectiva evaluacion de las variables propuestas, culminadas las 8
semanas se paso a realizar la toma de las diferentes variables a evaluar y por ultimo se

efectud el informe final.

También procedimos a realizar un medio de enraizamiento el mismo que fueron (Woddy

Plant Medium) a 1g/L, més la aplicacion de Acido Indol Butirico a 0.5mg/L.

Una vez que los explantes llegaron alcanzar una altura de 5cm con un buen contenido de
raices se procedié a realizar la aclimatacién bajo cubierta en micro tuneles lo cual se
utiliz6 sustratos de cascarilla de arroz, piedra pomez, turba, y compost estos no deben

estar compactados sino sueltos para realizar un buen trasplante.
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10.8. Manejo metodoldgico del ensayo

10.8.1. Seleccion y preparacion del material vegetal de partida

El explante de partida fue recolectado en la misma zona donde se encuentra ubicado el
laboratorio, la recoleccion se realizd cuidadosamente seleccionando el mejor material
vegetativo, estos fueron tomadas de la parte media de la planta madre o planta elite la
cual presenta caracteristicas sobresalientes a las demas plantas, fueron cortados a una
longitud de 30 cm y tiene un aproximado de 3 a 15 yemas Utiles, las mismas deben ser
libres de cualquier agente patdgeno, lo méas recomendable para la seleccidn del explante
debe ser material vegetativo joven y en este caso la planta madre tiene 1 afios de edad ya

gue garantiza mayor division celular.
10.8.2. Area de lavado y desinfeccion

Se realizo la extraccion de las hojas del material vegetativo siendo cautelosos de no
lastimar las yemas y de igual manera al material vegetativo, tenemos que tener presente
que 5 cm de la parte inferior y superior del explante no son utilizados para obtener
material vegetativo, por consiguiente se realiz6 un corte transversal de 1,5 cm a 2 cm
aproximadamente para la obtencion del material de partida, los explantes tuvieron un

aproximado de 1 a 3 yemas las mismas no debian estar desarrolladas ni precoces.
10.8.3. Establecimiento del cultivo aséptico

Ya listo el material de partida las agrupamos en 12 micro estacas cada una de ellas con
un aproximado de 10 explantes cabe mencionar que antes de ingresarlos al medio de
cultivo se debe realizar una asepsia en agua destilada, alcohol y en una solucién de
(NaCl).

10.8.4. Primera desinfeccion

El proceso de asepsia se realiza en la camara de flujo laminar una vez ya desinfectada
seguidamente se realiza una mezcla de alcohol industrial al 70% maés el 30% de agua
destilada obteniendo el 100% de este compuesto, el proceso consistio en introducir las

micros estacas en dicha solucion durante 5 minutos manteniendo una agitacion constante.
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Seguidamente se realiza una desinfeccion en una solucion de (NaCl), al 70% maés el 30%
de agua destilada obteniendo el 100% de este compuesto, por consiguiente se procedio a

introducir las micros estacas en dicha solucion durante 10 minutos agitando constante.

10.8.5. Ingreso y desinfeccion de la cAmara de flujo laminar

Se realiz6 un ultimo proceso de asepsia, antes de esto se realizo la limpieza total de la
camara de flujo laminar con alcohol al 97 % de concentracion y utilizando papel de
limpieza desechable, se desinfecto toda el area de trabajo donde se encontraban tres
frascos con agua destilada, estos a su vez fueron auto clavados durante 90 minutos, es de
suma importancia desinfectarse las manos para trasladar las micro estacas con ayuda de
una pinza previamente desinfectada cerca del mechero que se encontraba encendido y el

alcohol que servia para desinfectar las pinzas.

Luego que se realizd la desinfeccion de la camara de flujo laminar se procedio a pasar las
micro estacas en agua estéril, inmediatamente se descendio a introducir las micro estacas
hacia los 3 frascos aqui los explantes permanecerian por un lapso de tiempo de 5, 10, 10,
minutos manteniendo una agitacion permanente, al concluir el lapso de tiempo termina la

fase de asepsia del material vegetativo el cual esta idoneo para ser introducido in vitro.

10.8.6. Introduccion del material in vitro

Al momento de introducir el material in vitro es necesario que realicemos un corte en la
parte basal del material vegetativo, con la ayuda de una pinza y un bisturi, los cortes en
la parte basal se realiza debido a que las micro estacas al pasar por la asepsia presenta
guemazon y puede ser causante de contaminacidén o que la micro estaca no presenten

brotes.

10.8.7. Siembra del explante en el medio de cultivo

Una vez cortada la parte basal del explante se procedio a sembrar o introducir de 2 a 3
explantes en los medios de cultivos, manteniendo el protocolo de asepsia en la cabina de

flujo laminar para evitar contaminacion en el respectivo medio y en los explantes.
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10.8.8. Traslado al cuarto de crecimiento

Al terminar la siembra de todos los explantes se procedi6 a sellar con plastico stretch con
la finalidad de disminuir el porcentaje de contaminacion, por consiguiente la respectiva
rotulacion con la fecha que se realiz6 la siembra y el ingreso a la cdmara de crecimiento,
cabe mencionar que los explantes pasaron un periodo de 23 dias con iluminacion artificial
con un fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a temperatura de 17°C a 27°C,

una vez conseguidos los brotes necesarios, se dio inicio la fase de multiplicacion.

Durante la fase de introduccion in vitro se tomo la siguiente variable como es el nimero

de explantes contaminados (NEC).

10.8.8.1. NUmero de explantes contaminados (NEC)

La variable fue evaluada a los 23 dias de haber sido introducidos en el medio de cultivo,
y pasar en las cdmaras de crecimiento, la misma que se observo y se contabilizo el nimero

de explantes que estaban contaminados en los 70 frascos esto se lo ejecutd visualmente.

10.8.8.2. Fase de multiplicacion

En esta fase realizamos la multiplicacién axilar del arandano en los diferentes
tratamientos planteados, se eligieron los brotes mejor desarrollados y los que estuvieron

libres de contaminacion en la fase de introduccion.

Los explantes se trasladaron al medio de multiplicacion con sus diferentes tipos de
hormonas de crecimiento en el que se adiciono el agar. Durante esta fase de multiplicacion
se evaluaron los 7 tratamientos de las siguientes hormonas como son: Zeatina (Z) a
1.0mg/L, N6-(2-isopentinilo) adenina (2iP) a 2.5mg/L y Acido Indol Acético (AlIA) a

1.0mg/L y la combinacién entre las mismas ya mencionadas.
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Tabla 9: Dosis de cada una de las hormonas y combinacién que se realizé en la fase de
multiplicacion.

Tratamiento Cadigo Descripcion Dosis

Tl MS+Z Murashige y Skoog + 1.5g/L+1mg/L
Zeatina

T2 MS+2iP Murashige y Skoog + N6- | 1.5g/L+2.5mg/L
(2-isopentenilo)adenina

T3 MS+AIA Murashige y Skoog + 1.5g/L+1mg/L
Acido Indol Acético

T4 WPM+Z Woody Plant Medium + 2g/L+1mg/L
Zeatina

T5 WPM+2iP | Woody Plant Medium + 29/L+2.5mg/L
N6-(2-
isopentenilo)adenina

T6 WPM+AIA | Woody Plant Medium + 29/L+1mg/L
Acido Indol Acético

T7 Testigo Testigo Testigo

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)

Como unidad experimental se utiliz6 un contenedor (frasco) de vidrio autoclavable, con
tapa (10,5cm de diametro y 7cm de altura), con 5 a 6 explantes de arandano, provenientes

de una misma planta madre.

Durante la fase de multiplicacion se colectaron datos de las siguientes variables:
10.9. Variables a evaluar

10.9.1. Altura de brote (mmy cm)

Se evaluaron la altura de cada una de las plantulas en (cm), desde la base hasta el apice

de cada brote con un flexdmetro.
10.9.2 Numero de hojas por explante

Para esta variable se procedi6 a contar el numero de hojas por explante que se presenta

en cada brote.
10.9.3 Numero de brotes formados por explante

Se procedio a contar la cantidad de nuevos brotes formados en cada explante, durante su

permanencia en el medio.
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10.9.4 Porcentaje de contaminacion

En esta variable se procedio a tomar el nimero de brotes por explante, que se encuentran

contaminados.
11.  ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

11.1. Variables agronémicas. Numero de explantes contaminados (NEC) a los 23

dias, antes de ingresar en la fase de multiplicacion.

En esta variable estudiada se explicara los nimeros de explantes que llegaron hacer
contaminados a los 23 dias, de los cuales se obtuvo un 4% de contaminacién. Estos
explantes contaminados se debe a la manipulacién erronea, a la asepsia no adecuada al
momento de extraer el material vegetativo, También debemos tomar en cuenta que se
debe realizar los bueno cuidados fitosanitarios, al ingresar o introducir los explantes al
medio del cultivo para que exista un buen material vegetativo y poder evitar un bajo

porcentaje de contaminacion. (Tabla 10 y Figura 1)

Al momento de realizar un promedio general se observé que no es significativo en los
nameros de explantes contaminados lo cual podemos demostrar que no existe un mayor

porcentaje de explantes contaminados.

Las contaminaciones por patégenos son los mayores problemas  durante el
establecimiento de explantes bajo condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos
con esta concentracion de hipoclorito de sodio al 70% evidencian que la combinacién de
hipoclorito de sodio y alcohol al 70% presenta una gran alternativa para el protocolo de
desinfeccion de explantes, lo cual permitieron obtener un porcentaje alto de sobrevivencia
de los explantes del 96%. Esto con lleva a resultado similares que fueron obtenidos por
Kaldmaes et al., (2006), donde manifiesta que con el 3% de Hipoclorito obtvieron 98%
de sobrevivencia en explantes de Vaccinium Angustifolium. Mientras que el autor Razdan
(2003) muestra que la contaminacion en la propagacion de tejidos se da por los patdgenos

que son agentes mas eficiente en los experimento de cultivo de tejidos.
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Tabla 10: Resultado del nimero de explantes contaminados (NEC) a los 30 dias antes de entrar a la
fase de multiplicacion.

Tratamiento Cadigo Frascos
Tl MS+Z 10
T2 MS+2iP 10
T3 MS+AIA 10
T4 WPM+Z 10
T5 WPM+2iP 10
T6 WPM+AIA 10
T7 Testigo 10
TOTAL DE FRASCOS 70
NEC 6

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021).

Figura 1. Porcentaje de explantes contaminados a dias de ser transferido a la fase de multiplicacion.

PORCENTAJE DE EXPLANTES
CONTAMINADOS

= Frascos = NEC

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021). NEC: NUmero de explantes contaminados

11.2. Variable de longitud de los brotes (LB) durante los 70 dias que se encontraba

en la fase de multiplicacion.

Con el estudio que se realizd la hormona que mejor resultado obtuvo a los 70 dias en la
longitud de los brotes (LB) fue (WPM+Z) denominados como Woody Plant Medium més
la composicion de Zeatina en donde se manifiesta como el factor A con una longitud de
5,15cm, este expresd una mejor variaciéon de todos los tratamientos en estudio, mientras
que la variacién que le sigue es (WPM+2iP)Woody Plant Medium méas N6-(2-
isopentenilo)adenina considerado como factor AB con una longitud de 3,23cm, siendo
uno de los dos factores que mayor longitud de brote obtuvo entre todos los tratamientos
aplicados. Seguido del factor B que fue (MS+2iP)Murashige y Skoog mas N6-(2-
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isopentenilo)adenina esto demostrd6 un menor resultado de longitud de 2,79 cm, sin
embargo hay tratamientos que se considera como factor BC como son: (MS+Z)
Murashige y Skoog mas Zeatina con una longitud de 2,34cm, (MS+AIA) Murashige y
Skoog mas Acido Idol Acético con una longitud de 1,37cm, (T) Testigo con una longitud
de 1,06, en donde no se expreso diferencia significativa con respecto a los demas
tratamientos ya mencionados, por lo tanto en el factor C de (WPM+AIA) Woody Plant
Medium mas Acido Idol Acético con longitud 0,35 cm, esto demostro una diferencia de
longitud significativa con respeto a los demas tratamientos. Al momento realizar el

analisis respectivo los tratamientos no demostraron diferencia significativa.

Tabla 11: Resultado de la variable de longitud de los brotes (LB) durante los 70 dias.

Tratamientos Longitud de brotes
WPM+Z 515 a
WPM+2iP 3,23 ab
MS+2iP 2,79 b
MS+Z 2,34 bc
MS+AIA 1,37 bc
Testigo 1,06 bc
WPM+AIA 0,35 ¢

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021).
Al momento de ingresar el material vegetativo de la variable de longitud de brotes
mediante los 70 dias, las hormonas que tuvieron un mejor porcentaje de crecimiento fue
(WPM+Z) Woody Plant Medium en composicion con Zeatina con una longitud de 5,15
cm, seguido de la (WPM+2iP) Woody Plant Medium mas N6-(2-isopentenilo)adenina
con una longitud de 3,23 cm, mientras que en menor longitud fue (WPM+AIA) Woody
Plant Medium mas el Acido Idol Acético con longitud de 0,35 donde existe un
desacuerdo, a lo expuesto por el autor Angulo (2015) muestra que la longitud de brote
mediante (Z) Zeatina genera brotes mayores de longitud ya que la hormona interviene en
la induccion de formacién de brotes y equilibra la dormancia apical. Por otro lado los
autores Gomez y Esquivel (2013) determinan que al usar el 2ip respeto a otras
citoquininas se infiere que se obtendria mayor longitud de brotes lo cual facilita su

adaptabilidad y mejora las condiciones al momento de ingresar a los inverdaneros.
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11.3. Variable del nimero de brotes por explante (NBE) durante los 70 dias que se

encontraba en la fase de multiplicacion.

Mediante la investigacion que se desarroll6 se puede determinar que las hormona que
mejor nimero de brotes por explante (NBE) fueron los tratamientos (MS+Z) Murashige
y Skoog combinado con Zeatina con 1,4, (WPM+Z) Woody Plant Medium con el 1,4 asi
como tambiéen el tratamiento (WPM+2iP) Woody Plant Medium mas N6-(2-
isopentenilo)adenina con 1,3 de los cuales se los denominaron como factor A, estos
fueron los tres tratamientos que mayor porcentaje de brotes por explantes obtuvo a los 70
dias, seguido del factor AB (MS+2iP) Murashige y Skoog mas Adenina con 1,1,(T)
Testigo con 0,4 denominado como factor BC por lo tanto los tratamientos que se
consideran como factor C fueron los tratamientos (MS+AlA)Murashige y Skoog mas las
combinacion del Acido Idol Acético con el 0,3 asi como él (WPM+AIA) Woody Plant
Medium més el Acido ldol Acético con un 0,2 estos representan un porcentaje bajo de
brotes por tal estos valores no son significativos para el factor A, sin embargo al realizar

el analisis de estudid se demuestra que no son significativos al valor obtenido.

Tabla 12: Resultado de la variable del nimero de brotes por explante (NBE) a los 70 dias.

Tratamientos Numero de brotes por explante
MS+Z 14a
WPM+Z l4a
WPM+2iP 13a
MS+2iP 1,1ab
Testigo 0,4 bc
MS+AIA 0,3c
WPM+AIA 0,2¢

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021).
A partir de los resultados obtenidos se puede identificar que la variable evaluada de
namero de brotes por explantes, el mejor rendimiento se presentd en los tratamientos
(MS+Z)Murashige y Skoog combinado con Zeatina con el 1,4 y el (WPM+Z) Woody
Plant Medium méas Zeatina con el 1,4 y el (WPM+2iP) Woody Plant Medium mas
Adenina con el 1,3 de brotes por explantes seguido de (MS +2iP) Murashige y Skoog mas
N6-(2-isopentenilo)adenina con el 1,1, de brote por explante, asi mismo se registrd
tratamientos con menor indices de brotes por explante como es el caso del (WPM+AIA)

Woody Plant Medium mas el Acido Idol Acético con el 0,2, este resultado determina con



33

lo mencionado por Cice y Sokmen (2015) que las (MS+Z),(WPM+2Z) y la (WPM+2iP)
es apreciado como los mejores medios que provoca un incremento llamativo de la tasa de
multiplicacién de los brotes ya que la Zeatina interviene como inductor en la division
celular y el desarrollo de cloroplastos y el 2ip construye ADN - ARN y almacena la
energia celular, por los cuales son los mas utilizado para la obtencion de mayor nimero

de brotes.

11.4. Variable del nimero de hojas por explante (NHE) a los 70 dias de haberse

encontrado en la fase de multiplicacion.

Con el resultado obtenido en el estudio se puede observar que la hormona de mayor
porcentaje de numeros de hojas por explante (NBE) desarroll6 fue el tratamiento
(WPM+Z) Woody Plant Medium en combinacion de Zeatina con el 20 de nimeros de
hojas denominado como factor A, seguido del tratamiento (MS+2iP) Murashige y Skoog
mas N6-(2-isopentenilo)adenina con el 19, pero sin embargo hay otros tratamientos que
fueron considerados como factor A como son:(WPM+2iP) Woody Plant Medium maés
N6-(2-isopentenilo)adenina con el 18,3,(MS+Z) Murashige y Skoog combinado con
Zeatina demostrando el 17,3, estos tratamientos no muestran diferencia significativa y
como factor B esté el (T) testigo con el 3,3,continua del (MS+AIA) Murashige y Skoog
mas Acido Idol Acético con el 3y el (WPM+AIA) Woody Plant Medium més Acido Idol

Acético con el 1,2 de nimeros de hojas.

Tabla 13: Resultado de a variable del nimero de hojas por explante (NHE) a los 70 dias.

Tratamientos Numero de hojas por explante
WPM+Z 20a

MS+2iP 19 a

WPM+2iP 18,3 a

MS+Z 17,3 a

Testigo 3,3b

MS+AIA 30b

WPM+AIA 12b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021).
Con el estudio realizado de las diferentes hormonas de crecimiento se obtuvo un
significado en la variable de nimeros de hojas de acuerdo a los resultados expresados en
la tabla 13 ( WPM+Z) Woody Plant Medium mas la combinacion de Zeatina con el 20,
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seguido del tratamiento (MS+2iP) con el 19, de los cuales se demostrd que estos dos
tratamientos expresaron un mayor resultado en cuanto a al nUmero de hojas por explante,
mientras que el tratamiento de menor eficacia desarrollo fue (WPM+AIA)Woody Plant
Medium mas el Acido Idol Acético con el 1,2 de niimeros de hojas por explante, esto no
concierta con lo expuesto por Rodriguez y Morales (2015), donde identifica que la
actividad del cultivo in vitro del arandano con el (WPM+Z) refleja en la continuidad de
crecimiento de brotes y sus hojas, lo cual repercute en mayor area foliar para maximizar
la eficiencia fotosintética de los cultivos. Sin embargo Quispe (2010) sefiala que la
termininacion de los medios de cultivos combinados permite incrementar la capacidad de

regenerar un mayor numero de hojas expandidas tanto en el color y vigor.

Transcurrido los 30 dias se observé que la mayoria de los brotes presentaron raices con
una formacion moderada de callos y una longitud de brote de 5cm, por ende el medio de
enraizamiento (WPM+B) conocido como Woody Plant Medium mas la combinacion de
Acido Indol Butirico en dosis (WPM 1g/L)/(B 0,5mg/L), garantiza buenos resultados de
enraizamiento, de acuerdo con (Castro et al., 2013), el enraizamiento in vitro de la
mayoria de especies del género Vaccinium no ha sido efectivo, segun Pereira (2009), el
enraizamiento en especies lefiosas presentan problemas de contaminacion y dormancia y

baja respuesta de enraizamiento.

Al lapso de 15 dias después del trasplante las plantas de arandano han alcanzado una
altura promedio de 10cm y se encuentran a-climatizadas al medio exterior, por ende son
trasladadas del micro tunel al invernadero, segun Paganni (2002), el encharcamiento es
un enemigo mortal del arandano, George (1996), antes del trasplante incrementa la

proporcion de raices y sobrevive a la aclimatacion.
11.5. Protocolo establecido
e Protocolo de recoleccion

El material vegetativo debe ser recolectado en la misma zona o lugares aledarios al
laboratorio se debe seleccionar una planta madre o elite joven la cual es libre de agentes
patdgenos, que cuente con caracteristicas excelentes fisiolégicamente y posea un historial

bueno en produccidn, la recoleccidn de los explantes se lo realiza de la parte inferior de



35

la planta, es recomendable que el material vegetativo seleccionado no sea maduro ni

precoz para obtener buenos resultados en el desarrollo de los nuevos clones.

También es de importancia que la seleccion de los explantes sea de una planta joven y
que los explantes sean de mayor diametro ya que estas son las que mayores resultados

presentan.

e Protocolo de preparacidn del material vegetativo

Es de importancia realizar la desinfeccion del area de trabajo asi como los materiales a
utilizarse, cabe mencionar que el lavado de manos es muy esencial para evitar cualquier
contaminacion al momento de extraer las hojas del material vegetativo para la
introduccién a la camara de flujo laminar, la extraccion de hojas se lo debe hacer con
cautela para evitar dafios en las yemas que seran utilizadas, seguidamente se realiza cortes
transversales de aproximadamente 1.5 a 2 cm con dos yemas que no estén en mal estado
ni hayan alcanzado su madurez ni mucho menos precoces, una vez realizado este proceso
se procede a realizar agrupaciones donde se puede clasificar los explantes por su grosor,
ya terminado la agrupacion se prosigue a la asepsia del material vegetativo.

e Protocolo de desinfeccion:

El protocolo de desinfeccion consiste en realizar el lavado de manos con agua y jabon
comercial para eliminar todo tipo de patdgenos existentes en nuestras manos y poder
manipular el material vegetativo, todo este proceso se lo realiza en la cdmara de flujo
laminar asi mantenemos una mejor asepsia, seguidamente se realiza un proceso de asepsia
en tres fases de desinfeccion la primera consiste en una desinfeccion en una mezcla de
alcohol industrial al 70% maés el 30% de agua destilada obteniendo el 100% de este
compuesto aqui se introduce el material vegetativo por 5 minutos, la segunda
desinfeccion se basa en una solucion de 70% de hipoclorito de sodio (NaCL) més el 30%
de agua destilada, obteniendo una concentracion del 100% de esta solucidn, el material
vegetativo es introducido por 10 minutos y se debe agitar continuamente, la tercera
desinfeccion consiste realizar 3 enjuagues en agua destilada en intervalos de tiempo de
5min, 10min, 10min una vez terminado este lapso de tiempo el proceso de asepsia

culmina y obtenemos un material idéneo para ser introducido in vitro.
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Seguidamente se debe esterilizar los materiales a utilizar estos deben ser autoclavados y
esterilizados con alcohol industrial y alcohol antiséptico, al mismo tiempo se encendid la
luz ultravioleta de la cdmara de flujo laminar con el objetivo de tener una desinfeccion

mas eficaz antes de realizar el ensayo.

e Preparacion de Introduccion del material vegetativo para establecimiento in

vitro:

En esta fase consiste en preparar el medio de introduccion (MS+2iP) que corresponde al
nombre de Murashige y Skoog en dosis de 1.5g mas la combinacion de la hormona de
crecimiento N6-(2-isopentinilo) adenina (2iP) en dosis de 2.5mg/L este medio se realiza
para hacer la introduccion al laboratorio por 8 semanas para luego iniciar la fase de

multiplicacion.
e Multiplicacion axilar del arandano in vitro:

Concluida la fase de introduccion in vitro procedemos a realizar el medio de
multiplicacién por ende detallare el medio mas idoneo para la multiplicacion in vitro del
arandano, por consiguiente a los resultados obtenidos mencionamos al medio (WPM+2)
que corresponde al nombre de Woody Plant Medium maés la combinacién de la hormona
de crecimiento Zeatina (Z), en dosis de WPM 2g/L+Z 1mg/L, obteniendo resultados
sobresalientes de longitud, nimero de brotes por explantes y hojas por explante

obteniendo un resultado de 8.85 con respecto a los demaés tratamientos.

Cabe mencionar que el tratamiento (MS+2iP) que corresponde al nombre de Murashige
y Skoog mas la combinacién de la hormona de crecimiento N6-(2-isopentinilo) adenina
(2iP) en dosis de MS 1.5g/L+ 2iP 2.5mg/L obtuvo resultados viables en longitud, nimero
de brotes por explantes y hojas por explante, obteniendo un resultado de 7.63 de

desarrollo en los explantes.
e Enraizamiento y A-climatizacion

El medio de enraizamiento idoneo para el arandano es (WPM+B) que corresponde al

nombre de Woody Plant Medium mas la combinacion de Acido Indol Butirico en dosis



37

de WPM 1g/L/B 0.5mg/L la fase de a-climatizacién consiste en trasplantar las plantulas
de ardndano en una mezcla de cascarilla de arroz, turba, piedra pémez y compost, debe

permanecer por un lapso de 15 dias con 50% de sombra luego se trasladan a invernadero.

12.  ANALISIS DE COSTO

Para este respectivo analisis de costos de los tratamientos se logré demostrar que unos de
los mayores precios que se obtuvo dentro de los tratamientos fue el T1 con una dosis
1.5g/L2+1mg/L y el T4 con una dosis de 2g/L+1mg/L con un precio de 64,00 USD. Esto
representa un aproximado de 5 explantes por los 10 frascos llegando a tener 50 platas por

tratamiento.

Tabla 14: Anélisis de costos de la investigacion.

Alquiler
Material de Costo de |Costo
Costos . . Transporte
vegetativo | materiales hormonas | total
y equipos
MS+Z
1.5g/L2+1mg/L 0,10 40 20 4,00 64,00
MS+2iP
1.5g/L+2.5mg/L 0,10 40 20 2,00 62,00
MS+AIA
1.5g/L+4mg/L 0,10 40 20 1,25 61,00
WPM+Z
2g/L+1mg/L 0,10 40 20 4,00 64,00
WPM+2iP
2g/L+2.5mg/L 0,10 40 20 2,00 62,00
WPM+AIA
2g/L+1mg/L 0,10 40 20 1,25 61,25
T 0,10 40 20 0,00 60,00

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021).

13. IMPACTO (técnico, social, ambiental o economico)

e Técnicos

Esta investigacion realizada genero impactos técnicos de gran importancia en el ambito
agricola, ya que presenta resultados eficientes en cuanto a la propagacion del cultivo de
arandano (Vaccinium corymbosum L), siendo asi una alternativa con impactos
beneficiosos para los agricultores ya que obtienen plantas genéticamente viables libres de

cualquier tipo de agente patdgeno.
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e Social

El impacto social generado en este proyecto es muy grande, debido a la sociedad que hoy
en dia vivimos, necesitan plantas de buena calidad y de mayor produccion, con el cultivo
in vitro o de tejidos se puede obtener una multiplicacion acelerada o masiva de cualquier

especie vegetal y a la vez se precautela el material genético de nuestras especies.
e Ambiental

El impacto ambiental con la utilizacion de la propagacion de cultivos in vitro se ha
mostrado que es de gran importancia ya que con esta técnica se pueden obtener una
multiplicacién masiva de especies vegetales esto permite reducir el impacto ambiental
producido al multiplicar plantas en viveros permitiendo reducir fundas plasticas gavetas
de germinacion y el mal uso de agroguimicos que terminaran en el ambiente y en el

planeta.
e Econdémicos

En este proyecto realizado genero impactos econémicos beneficiosos en el uso de cultivos
in vitro, debido a que genera efectos considerables en el cultivo y asi obteniendo unos
buenos resultados, en cuanto a la propagacion, ya que en la actualidad las especies
vegetales que son mejoradas genéticamente tienen un costo alto, con esta técnica se trata
de obtener plantas de buena calidad que conserven su material genético libres de agentes

patGgenos y a un menor costo.
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El presupuesto establecido se presenta en la siguiente Tabla 15

Tabla 15: Presupuesto de la investigacion.
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Recursos Unidad | Cantidad VaIO(U;g;a”O Va(lagltjo)tal
A. Costos Directos
1. Mano de obra
Recoleccion del material vegetativo jornal 10 0,2 2
Preparacion del material vegetativo jornal 2 12 24
Establecimiento del material aséptico jornal 2 12 24
Instalacion de los frascos jornal 2 12 24
Control de condiciones ambientales jornal 3 15 4,5
Subtotal 78,5
2. Insumos
Hormonas 1 6 70 420
Hipoclorito de sodio I 1 10 10
Agar | 1 30 30
Alcohol al 1 20 20
Agua destilada I 1 10 10
Sales minerales kg 2 25 50
Subtotal 540
Total, cotos directos
B. Costos indirectos
Materiales
Vasos de precipitacion Unidad 70 0,5 35
Caja de bisturi Unidad 1 10 10
Paquete de servilletas Unidad 2 2 4
Paquete de mascarillas Unidad 1 0,1 4
Tubos de ensayo Unidad 2 0,5 1
Mechero Unidad 2 15 30
Probeta Unidad 6 5 30
Frascos de vidrio Unidad 70 0,25 17,5
Pinzas Unidad 2 2 4
Mandil Unidad 2 8 16
Trasporte Unidad 15 4 60
Viaticos Unidad 15 4 60
Equipos
Céamara de flujo laminar Unidad 1 50 50
Autoclave Unidad 1 50 50
Balanza analitica Unidad 1 50 50
Plancha de calentamiento Unidad 1 50 50
Agitador magnético Unidad 1 50 50
pH — Metro Unidad 1 30 30
Microondas Unidad 1 12 12
Subtotal de costos indirectos 563,5
Total de costos directos 618,5
TOTAL DE COSTOS 1182,00

Elaborado por: Cayo y Peralta (2021)
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15. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

15.1. Conclusiones
Luego de realizar el proyecto de investigacion se puede concluir que:

e Para el manejo del explante de partida que fue introducido al laboratorio llegé a
obtener un sin namero de resultados en los diferentes tratamientos que se realizo,
lo cual se determina que el material elite demostré ser idoneo para la propagacion
in vitro ya que no se obtuvo un alto porcentaje de contaminacion del arandano
(Vaccinium corymbosum L).

e Al concluir la investigacion podemos mencionar que las condiciones idoneas para
la esterilizacion de los materiales y del explante de partida se basa en el
cumplimiento de la asepsia lo cual consiste en realizar varios lavados y enjuagues
en diferentes sustancias teniendo como resultado el 4% de contaminacion lo que
a nivel de laboratorio este resultado es viable.

e El medio adecuado para la multiplicacion in vitro del ardndano es el tratamiento
4 denominado (WPM+Z), fue el que desarrollo mayores resultados de longitud
de brote, nimero de brotes por explante y nimero de hojas por explante.

e Por lo tanto aceptamos la hipotesis alternativa la misma que menciona que la
propagacion desarrollada en base a la combinacion de agentes desinfectantes y
concentracion de componentes del medio de cultivo si permiten el establecimiento

in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L) a partir de meristemos axilares.
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15.2. Recomendaciones

Realizar una buena seleccion del explante de partida, este debe estar libre que
cualquier agente patdégeno ya que estos podrian ser agentes causales de
contaminacion in vitro, la planta madre o elite debe presentar caracteristicas
sobresalientes sobre las demas debe tener 1 afio de edad y cerciorarse que el
material recolectado no esté en su madurez total ni tampoco prematuro ya que las
yemas no resistiran la asepsia y no podran desarrollarse.

También se recomienda hacer controles fitosanitarios a las plantas seleccionadas
como madre o plantas elite para asi bajar la carga de agentes patdgenos de la
planta, es de importancia realizar un proceso de asepsia antes de introducir el
material vegetativo al cuarto de cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion recomendamos
utilizar el tratamiento 4 denominado (WPM+Z), ya que este obtuvo resultados
insolitos de desarrollo como son longitud de brotes en 5,15cm, niumero de brotes
por explantes de 1,4% y numero de hojas por explante de 20%, en comparacion a
los demas, cabe mencionar que el tratamiento 2 denominado (MS+2iP),
recomendamos de igual manera ya que demostrd longitud de brotes en 2,79cm,
namero de brotes por explantes de 1,1% y niumero de hojas por explante de 19%,
lo que le convierte en un tratamiento viable.

Se recomienda dar seguimiento a la investigacion luego de la fase de a-
climatizacion de igual forma a la planta que ya se encuentre establecida en el

cultivo.
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Anexo 4: Preparacion del material vegetativo de partida del arandano (Vaccinium
corymbosum L).

Fotografia 1: Material vegetativo arandano Fotografia 2: Extraccion de hojas de los explantes

|

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 3: Corte de expl

1

antesde 1 a3 yemas Fotografia 4: Agrupacién de explantes

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 5: Fase de esterilizacion del material vegetativo de partida

Fotografia 5: Solucién Hipoclorito de Sodio Fotografia 6: Alcohol al 70
al 70%

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (221).

Fotografia 7: Enjuague en la cdmara de flujo Fotografia 8: Agua estéril 30%
laminar

T

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). ‘



51

Anexo 6: Fase de Introduccion in vitro

Fotografia 9: Preparacién de medio Fotografia 10: Medio (MS+2iP)
‘ x= j /1 [ [/
" - "/ 1 ! \

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 11: Introduccion del explante Fotografia 12: Camara de crecimiento

e . \:—\\/ —

o
Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 7: Fase de multiplicacion del arandano

Fotografia 13: Medios (MS) y (WPM)

Fotografia 14: Hormonas de crecimiento

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 15: Tratamientos Fotografia 16: Fase de multiplicacién

Elaborad por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).



Fotografia 17: Multiplicacidon de los explantes

E _dl\
Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por:

Fotografia 19: Traslado hacia la cAmara de crecimiento

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 18: Tra

tamientos de desa

I

B

Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 8: Fotografias de los diferentes tratamientos

Fotografia 20: T1 Murashige méas Zeatina

Fotografia 21: T2 Murashige més 2iP
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M+7

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 22: T3 Murashige méas Acido
Indol Acético

MS x+ 'L'\?

D

i

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 23: T4 Woody Plant Medium
mas Zeatina

Ms + ALR

\’mPM’rZ

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).



Fotografia 24: T5 Woody Plant Medium
mas 2iP

Fotografia 25: T6 Woody Plant Medium mas
Acido Indol Acético

WPM 1 TR
Tt

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 26: T7 Testigo

1;5*590

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 9: Toma de datos de las variables a evaluar

Fotografia 27: Porcentaje de contaminacion

Fotografia 28: Explantes contaminados

Elaborado por: ayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Fotografia 30: Numero de brote por explante

‘mgh'n_ly\l

e 28 ¥ Ud

vl

Gl
[tutn‘llglltl‘tlnmlmulmulnu

gl

it
T 1o e Y

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 10: Fase de enraizamiento

Fotografia 31: Micro estacas con 1 yema Fotografia 32: Medio de en

: =—v &
S ;
datm’ FE,
o AN

raizamiento (W+B)

Elaborado or: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).

Fotografia 33: Brotes enraizados

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).
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Anexo 11: Fase de A-climatizacion

Fotografia 34: Preparacion de tierra antes de Fotografia 35: Mezcla homogénea
trasplante cascarilla de arroz, piedra pomex, turba

y compost.
ST

Elaborado por: Cayo & Perlta(201). Elaborado por: Cayo & Peralta (221).

Fotografia 36: Llenado de tierra Fotografia 37: Trasplante de arandano

Elaborado por: Cayo & Peralta (2021). Elaborado por: Cayo & Peralta (2021).



Fotografia 38: Plantulas bajo micro tanel

Fotografia 39: Plantulas aclimatizadas al medio
exterior
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