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Resumen 

El arándano (Vaccinium corymbosum Linnaeus) representa una gran potencia para la agroindustria 

debido a su elevada demanda y los beneficios que brinda para la salud. Sin embargo, el cultivo de tejidos 

vegetales por métodos convencionales no permite satisfacer la demanda insatisfecha para los 

agricultores. Por su parte, los Sistemas de Inmersión Temporal (SIT’s) han demostrado ser un método 

eficiente para obtener mayor proliferación de brotes en menor tiempo de cultivo con bajos costos de 

producción. En ese sentido, el objetivo de este estudio fue optimizar la micropropagación de dos 

variedades comerciales de arándano con el uso de la tecnología SIT’s con los biorreactores RITA® 

(Recipient for Automated Temporary Immersion, por sus siglas en inglés).  Donde se analizó la influencia 

de la densidad de siembra (5, 15 y 25 explantes por frasco RITA®) y el tipo de explante (yema apical o 

yema lateral).  A los 40 días tras la siembra en los SIT’s, se evidenció diferencias significativas para los 

factores densidad de siembra y variedad de arándano. Sin embargo, el factor tipo de explante no se 

mostró diferencias significativas en las variables de estudio. Siendo así la densidad de 15 explantes por 

frasco RITA® la que presentó el mayor coeficiente de multiplicación para la variedad 1 (V1) con 8.72 

brotes/explante. Mientras que para la variedad 2 (V2) se evidenció un coeficiente de 3.88 

brotes/explante. Los cuales en contraste con el sistema convencional superaron en un 57% para V1 y 

34% para V2. Adicionalmente, se comprobó que el genotipo de las variedades de arándano influye 

directamente en el crecimiento y desarrollo in vitro en ambas tecnologías de micropropagación. 

Palabras claves: biorreactor, densidad, inmersión, líquido.  
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Abstract  

The blueberry (Vaccinium corymbosum Linnaeus) represents a great potential for agribusiness due to its 

high demand and health benefits. However, the cultivation of plant tissues by conventional methods 

does not meet the unsatisfied demand for farmers. On the other hand, the Temporary Immersion 

Systems (SIT's) proved to be an efficient method to obtain a greater proliferation of sprouts in less 

cultivation time with low production costs. In this sense, the objective of this study was to optimize the 

micropropagation of two commercial blueberry varieties using SIT technology with RITA® (Recipient for 

Automated Temporary Immersion) bioreactors.  The influence of the seeding density (5, 15 and 25 

explants per RITA® flask) and the type of explant (apical bud or lateral bud) on the micropropagation of 

the two blueberry varieties in SIT's was analyzed.  At 40 days after planting in SIT's, significant 

differences were evident for the factors planting density and blueberry variety. However, for the explant 

type factor, no significant differences were found in the study variables. Thus, the density of 15 explants 

per RITA® vial presented the highest multiplication coefficient for variety 1 (V1) with 8.72 

shoots/explant. While for variety 2 (V2) a coefficient of 3.88 shoots/explant was evidenced. In contrast 

to the conventional system, these were 57% higher for V1 and 34% higher for V2. Moreover, it was 

found that the genotype of the blueberry varieties directly influences in vitro growth and development 

in both micropropagation technologies. 

Keywords: bioreactor, density, immersion, liquid. 
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Capítulo I: Introducción 

Antecedentes 

El arándano es una especie del género Vaccinium, comercialmente relevante y biológicamente 

valioso (Ostrolucká et al., 2010). Los frutos se caracterizan por su alto contenido de vitaminas, 

antocianinas y otras sustancias orgánicas bioactivas con propiedades antioxidantes, antitumorales y 

antiinflamatorias (Ružić et al., 2012), lo que aumenta el interés de productores y consumidores 

alrededor del mundo (Ružić et al., 2012).  

La producción de arándano posee una demanda exponencial a nivel nacional e internacional. De 

acuerdo con los datos del Seminario Internacional de Producción y Exportación de Arándanos, su mayor 

productor y consumidor es EE.UU. (González, 2018). Actualmente, este fruto traspasó las fronteras de su 

lugar de origen (EE. UU.) y se cultiva en otras regiones del mundo como en Sudamérica, Europa, 

Australia, China y Japón (Ostrolucká et al., 2007), en las que se implementaron programas de 

mejoramiento que permiten obtener mayor producción y frutas de alta calidad, bajo las condiciones de 

clima y suelos específicos de la zona (San Martín, 2013). Un ejemplo es Australia, donde la producción 

de arándano aumentó en un 23,9 % en la primera mitad del 2021, mientras que otros cultivos como el 

de las fresas disminuyó con el 6 % (Mackintosh, 2021).  

Para la temporada 2020/2021 en el hemisferio sur, Perú lideró el desarrollo y exportación de 

arándano (Trebilcock et al., 2021). Ahora bien, la producción y exportación de frutas en Ecuador no es 

representativa, lo que impide ser competencia para otros países, debido a la falta de tecnificación 

agrícola y cumplimiento de los parámetros de calidad en el mercado internacional (Galarza, 2019). para 

el año 2017, la Agrícola Oro Azul, pionera en la producción de arándanos en el país, cultivó sus primeras  

3 000 plantas y alcanzó una producción de 2 800 kilos (Cárdenas, 2019). 

Sumado a lo anterior, la ubicación geográfica y las condiciones ambientales del país favorecen el 

cultivo de arándanos. Patricio Ñacato, gerente de Biovegetal, mencionó que al seccionar los cultivos en 



18 

 
 

lotes con distinta fase vegetal (formación, desarrollo, producción y cosecha) la producción llega a anual 

(González, 2018). Así mismo, en el territorio nacional existe un registro de producción de arándano de 

origen peruano y estadounidense desde el 2015. La comercialización de estas bayas a nivel local está 

alrededor de $10 el kilo, mientras que en el mercado internacional alcanza un costo de $ 6,50 (Serrano, 

2021).  

La mayor parte de los cultivares de arándano se propagan vegetativamente por esquejes de 

madera blanda o dura (Debnath, 2008).  No obstante, este método no llega a ser satisfactorio, puesto 

que las tasas de enraizamiento y crecimiento de brotes suelen ser erráticas (Sedlak & Paprstein, 2009). 

Así pues, la micropropagación produce un alto número de plántulas clonales con características 

idénticas, lo que la convierte en un principal método para producir arándanos libres de virus para los 

cultivos (Guo et al., 2019).  

En las últimas tres décadas se utilizaron yemas axilares y regeneración de brotes adventicios 

para la proliferación de brotes, y los resultados variaron por la eficacia del medio de cultivo y la 

morfogénesis de Vaccinium in vitro (Sedlak & Paprstein, 2009). Rodríguez y Morales (2015), quienes 

evaluaron la propagación in vitro de dos variedades de arándano bajo la variación de dos factores: 

densidades de explantes y volúmenes de medio de cultivo, concluyeron que para el coeficiente de 

multiplicación de la variedad “Brigitta” el volumen de medio de cultivo no influyó en la tasa de 

proliferación, pero sí las densidades de siembras altas. Y para el caso de “Legacy” en volúmenes 

intermedios y densidades bajas alcanzó el máximo número de brotes por explante.  

La micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en SIT’s con medio de cultivo líquido 

genera una alta producción de plantas y reduce los costos de producción (Paek et al., 2005). Con base en 

lo anterior, se desarrollaron varias investigaciones en este campo, por ejemplo, Clapa et al. (2019) 

utilizaron Plantform, un tipo de biorreactor, para el desarrollo de un protocolo de micropropagación 

para la variedad “Duke”. Con lo cual evidenciaron una influencia del volumen del medio de cultivo en el 
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coeficiente de multiplicación y en la longitud de brotes de los explantes. Por otro lado, Debnath (2009) 

usó sistemas de inmersión de tipo RITA® para la proliferación de brotes de tres genotipos de Vaccinium 

angustifolium Ant. lo que logró aumentar la tasa de proliferación en comparación con el medio de 

cultivo gelificado, además, observó que la respuesta del explante varía en función del genotipo. Estos 

resultados son similares a lo que informó Debnath (2017), quien utilizó dos tipos de biorreactores: 

biorreactor estacionario (BE) y SIT’s, con ocho genotipos de Vaccinium.  

 

Planteamiento del Problema 

El arándano se convirtió en una de las bayas más cotizadas tanto a nivel nacional como 

internacional, debido a sus excelentes características organolépticas y nutritivas. Su escaza producción 

ha impedido la tecnificación del cultivo de esta especie en la sierra ecuatoriana y generó una demanda 

insatisfecha para cierto nicho del mercado nacional. Por su parte, las técnicas de cultivo in vitro 

tradicionales aplicadas en arándano permitieron obtener tasas altas de multiplicación y plantas libres de 

enfermedades y virus. Sin embargo, se hace necesario buscar metodologías que permitan incrementar 

los rendimientos y reducir costos de producción sin afectar la calidad de las plantas, con el fin de 

satisfacer la alta demanda de esta especie en el mercado nacional. 

En este orden de ideas, el presente proyecto tuvo como objetivo optimizar la micropropagación 

in vitro de dos variedades de arándano comerciales por medio de los SIT’s, de modo que se obtenga una 

producción masiva de vitro plantas con bajos costos de producción. De esta manera, se logra desarrollar 

una metodología que sea económicamente viable para implementar de forma comercial en el país en un 

futuro cercano.  

Justificación e Importancia  

  El cultivo de arándano en el Ecuador es relativamente nuevo, pues sus comienzos datan del año 

2015, es decir, se desarrolló durante siete años dentro del país. En los últimos años, el aumento de la 
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demanda de arándano despertó el interés de ciertos sectores agrícolas que buscan expandir las áreas de 

cultivo de esta especie en la sierra ecuatoriana, la cual permite mantener una producción continua de 

estas bayas durante todo el año gracias a sus condiciones climáticas y demográficas. A su vez, esto 

conlleva a la necesidad de proporcionar material vegetal de calidad para su propagación.  

La demanda insatisfecha de arándano dio lugar al desarrollo de proyectos enfocados en una 

mayor producción de plantas a bajos costos. El uso de tecnologías, como los SIT’s, permiten automatizar 

la etapa de multiplicación. La información sobre el uso de estos sistemas es muy amplia para diferentes 

variedades de Vaccinium alrededor del mundo, con ventajas como la proliferación masiva de brotes 

libres de enfermedades y virus, reducción de costos y disminución de mano de obra. No obstante, en el 

país existe una escasa aplicación de esta tecnología con propósitos comerciales. El uso de estos sistemas 

permitiría generar una producción masiva de plantas en menor tiempo, lo que proporciona a los 

agricultores una alternativa sustentable para diversificar los cultivos e incrementar los ingresos.    

Objetivos 

Objetivo General 

Optimizar la micropropagación de dos variedades comerciales de arándano (Vaccinium 

corymbosum Linnaeus) utilizando la tecnología de Sistemas de Inmersión Temporal (SIT’s). 

Objetivos Específicos 

• Evaluar la densidad de siembra y tipo de explante apropiado con el tiempo y frecuencia de 

inmersión establecida para la micropropagación in vitro de Vaccinium corymbosum Linnaeus 

utilizando Sistemas de Inmersión Temporal.  

• Comparar las tasas de multiplicación de Vaccinium corymbosum Linnaeus de los Sistemas de 

Inmersión Temporal con relación al método de micropropagación in vitro en medio 

semisólido. 
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Capítulo II: Marco Teórico  

Generalidades 

El género Vaccinium, perteneciente a la familia Ericaceae, está conformado por 450 especies 

aproximadamente (Debnath & Goyali, 2020; Kole, 2011). El 35% de estas son de origen americano, de 

las cuales el 25% pertenecen al norte del continente y el 10% son del centro y sur de América (Brenes et 

al., 2015). Estas especies se han distribuido en las laderas montañosas de los trópicos, regiones 

subtropicales, templadas y boreales del hemisferio norte (Debnath & Goyali, 2020). El arándano se 

domesticó desde 1950 en Norteamérica (Callwood et al., 2021) y se  introdujo en varias regiones 

alrededor del mundo como Europa, Sudamérica, Australia, Japón, Chile, Argentina y Uruguay (Lim, 

2016).  

Varias de las especies de Vacciniun  sobresalen económicamente, por ejemplo, el arándano de 

arbusto bajo (V. angustifolium, V. boreale, V. myrtilloides y V. pallidum), el arándano de arbusto alto del 

norte (V. corymbosum Linnaeus ), arbusto alto del sur (V. darrowii) y el arándano de ojo de conejo (V. 

ashei) (Rodriguez-Saona et al., 2019). La resistencia a bajas temperaturas y alta calidad de fruto hacen 

que el arándano de arbusto alto sea la especie más cultivada a nivel mundial (Rashidinejad, 2020).  

El arándano es considerado como un “alimento funcional” gracias a sus principales 

constituyentes bioactivos (Smrke et al., 2021). En su contenido nutricional se destacan componentes 

esenciales como proteínas, fibras dietéticas, grasas y carbohidratos (Nadulski et al., 2019). Además, 

poseen una amplia gama de ácidos orgánicos y fenólicos que proporciona actividades antioxidantes 

(Debnath & Goyali, 2020). Varios estudios han determinado que el consumo a largo plazo de arándano 

tiene efectos antiinflamatorios y brinda protección frente al cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

accidentes cerebrovasculares, presión arterial alta y osteoporosis (Del Bo’ et al., 2013; Kalt, 2006; Samad 

et al., 2014; Smrke et al., 2021).  



22 

 
 

Vaccinium corymbosum Linnaeus 

Vaccinium corymbosum Linnaeus, conocida como Highbush blueberry, es considerada una de las 

especies más importante dentro de su género, abarcando el 85% de los cultivos de estas bayas 

alrededor del mundo (Garcia et al., 2013; Lim, 2012). Las variedades de arándanos de arbusto alto se 

caracterizan por sus frutos grandes con aromas agradables e ideales para su consumo en fresco (Hirvi & 

Honkanen, 1983; Lim, 2012). En los últimos 30 años, la demanda por estas bayas ha aumentado debido 

a la expansión del mercado (Cappai et al., 2020).  

 En el Ecuador se cultivan dos variedades pertenecientes a la especie Vaccinium corymbosum 

Linnaeus. La variedad Biloxi, que soporta las condiciones climáticas de la línea ecuatorial y puede crecer 

hasta altitudes de 2 800 metros sobre el nivel del mar (Gónzalez, 2018). La producción de esta variedad 

es temprana por lo que se puede ver afectada por heladas. Además, su fruto se caracteriza por ser de 

tamaño mediano, firme y de sabor exquisito (Undugarraga & Vargas, 2013). Y, la variedad Emerald, 

nativa de Florida, que requiere de 250 horas de frío para su crecimiento (Galarza, 2019). Se destaca por 

ser una planta vigorosa y productiva, con un fruto firme de color azul claro y de excelente sabor 

(Undugarraga & Vargas, 2013). 

 Distribución Geográfica y Taxonomía 

Vaccinium corymbosum Linnaeus se desarrolla en un nicho bioclimático, donde las temperaturas 

fluctúan entre los 7 y 33°C, sin embargo, su crecimiento óptimo se alcanza en el rango de 16 a 25°C 

(Meléndez et al., 2021).  El arándano demanda un periodo de frío acumulado de 650 – 850 horas bajo 

7°C  para favorecer la floración y disminución de la caída de yemas florales (Muñoz et al., 1988). Su 

desarrollo y crecimiento se da  a  los 1 500 y  4 700 metros sobre el nivel del mar, en suelos arenosos, 

franco arenoso o arcillosos con pH entre 4,0 – 5,0  (Ormazábal et al., 2020). La mayoría de las regiones 

donde se cultiva arándano mantienen programas de mejoramiento, con la finalidad de aumentar la 
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producción y calidad de la fruta, bajo las condiciones de clima y suelos de cada zona (Undugarraga & 

Vargas, 2013).  

En la Tabla 1, se detalla las características taxonómicas del arándano (Vaccinium corymbosum 

Linnaeus).  

Tabla 1. 

Jerarquía taxonómica del arándano (Vaccinium corymbosum Linnaeus) 

Taxo Descripción 

Reino Plantae 

Subreino  Viridiplantae 

Infrareino Streptophyta 

Superdivisión  Embriofita 

División Tracheophyta 

Subdivisión Sppermatophytina 

Clase Magnoliopsida 

Superorden Asteranae 

Orden Ericales 

Familia  Ericaceae 

Género Vaccinium  

Especie corymbosum Linnaeus 

Nota. Tomado de Vaccinium corymbosum Linnaeus, por Integrated Taxonomic Information 

System (ITIS).  

Morfología 

 El arándano presenta una raíz primaria para almacenamiento y anclaje, y raíces secundarias para 

la absorción de nutrientes (Gough, 1994). Sus tallos se caracterizan por ser delgados y nervudos, los 

cuales alcanzan los dos metros de altura (Meléndez et al., 2021). Las hojas pueden ser caducas o 

perennes con nervadura pinnada, así mismo,  su tamaño puede variar entre 5 a 7 cm de largo y 0.5 a 3.5 
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cm de ancho (Zhou, 2015). Adicionalmente, se distribuyen de manera alterna a lo largo de la rama y su 

forma varía de ovada a lanceolada con pilosidad en el envés (Muñoz et al., 1988). 

Por su parte, las flores son pedunculadas de ovario ínfero con cuatro a cinco lóculos capaces de 

contener 20 a 30 óvulos con placentación axial. Los estambres se originan desde la base de la corola y 

acaban rodeando al estilo en su totalidad (Muñoz et al., 1988). Sus pétalos blancos forman una corola 

tubular que cuelga con su extremo abierto hacia abajo (Prodorutti et al., 2007). Ahora bien, el fruto se 

caracteriza por no tener hueso formado a partir de un ovario superior fertilizado (Cappai et al., 2018). El 

endocarpio se forma por cinco capelos con diez lóculos y cinco placentas lignificadas donde se pueden 

hallar de 10 a 65 semillas (Blaker & Olmstead, 2014). Culminado su estado de madurez los colores de las 

bayas se van tornando morados y presentan secreciones de cera (Bustillo, 2018). 

Importancia de la economía del Arándano 

Estados Unidos es el mayor productor y consumidor de arándano en el mundo, con una 

producción de 300 000 toneladas y consumo de 1,10 lb per cápita al año (Meléndez et al., 2021). En el 

año 2021, Perú se convirtió en el principal proveedor de arándanos para Estados Unidos con 84 172 

toneladas por $ 560 millones de dólares (Trebilcock et al., 2021). En la última década, se evidenció un 

rápido crecimiento de la producción de esta especie en Argentina, México, Sudáfrica y España 

(Rodriguez-Saona et al., 2019). 

La producción de arándano se destina al mercado de productos frescos, por ende las bayas con 

alta calidad y longevidad poscosecha  tienen mayor demanda (Rodriguez-Saona et al., 2019). Su principal 

uso es en la industria de mermeladas, confituras y tisanas, no obstante, en la cosmética se destaca el 

uso de los frutos secos, raíces, flores y hojas de arándano (Diktaş et al., 2021).  
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Propagación vegetativa 

 La propagación vegetativa es el proceso por medio del que se obtienen plantas genéticamente 

idénticas a su progenitor (Miller et al., 2006). Tradicionalmente el arándano se propaga mediante 

semillas, esquejes de madera blanda o dura y divisiones de rizoma. Esto dependerá de la etapa de 

desarrollo y edad vegetal (Debnath & Arigundam, 2020).  

Así mismo, las técnicas de propagación tradicionales presentan ciertas desventajas. Por un lado, 

la propagación de arándano por estacas genera índices de enraizamiento bajos, lo que provoca  pérdidas 

en campo (Mora, 2010); mientras que la propagación por semilla produce una progenie que difiere de la 

planta madre, frutos heterogéneos y una producción que dura de cinco a diez años (Chicaiza, 2021). 

Cultivo de tejido vegetal in vitro 

El cultivo de tejido vegetal es una herramienta que permite obtener plantas clonales en 

condiciones asépticas y bajo un ambiente controlado, a partir de un explante, como célula, tejido, 

órgano o una planta completa (Hoy et al., 2003; Hussain et al., 2012). Los explantes  que más se utilizan 

son los meristemas apicales, brotes apicales y laterales, meristemos y yemas flores, discos de hojas, 

tallos, embriones cigóticos inmaduros, suspensión celular y callos (Ahloowalia et al., 2004). Este proceso 

es continuo con períodos y espacios relativamente cortos  (Hussain et al., 2012). 

Por su parte, la totipotencia y plasticidad celular son fundamentales para el desarrollo del 

cultivo de tejidos vegetales (García et al., 2010). El alemán Haberlandt introdujo el término “totipotencia 

celular” en 1902, y lo definió como el potencial que conserva una célula para desarrollar un organismo 

completo (Verdeil et al., 2007; Xu et al., 2019). En contraste, la plasticidad celular es la capacidad que 

tienen las células para los procesos de multiplicación, división, diferenciación y formación de un nuevo 

organismo (García et al., 2010).  
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Medio de cultivo 

 El medio de cultivo es la combinación de todos los nutrientes y vitaminas que posibilitan el 

crecimiento y desarrollo óptimo de la planta (Hussain et al., 2012). Los principales componentes de los 

medios de cultivo son sales minerales (macro y micronutrientes), fuente de carbono (azúcar) y agua. Se 

pueden incluir otros componentes como vitaminas, reguladores de crecimiento o agente gelificante. 

Cabe mencionar que la composición del medio de cultivo cambiará proporcionalmente dependiendo de 

la etapa del cultivo y la especie de planta (Prakash et al., 2012).  

Ahora bien, el medio de cultivo más apto para la proliferación de brotes de arándano es  

“Woody Plant Medium” (WPM, por sus siglas en inglés), el cual desarrollaron Lloyd y McCown en 1980  

(Rodríguez & Morales, 2015). A diferencia de otros medios de cultivos, este se diseñó especialmente 

para equilibrar la sensibilidad a la sal de ciertas especies leñosas (Beyl, 2004).  

Por su parte, el medio de cultivo semisólido se destaca por contener un agente solidificante en 

su composición, que permite la ligera incrustación de los explantes. La concentración del agente 

gelificante oscila entre 0.5 – 1 % y posibilita la difusión de nutrientes por los tejidos (Bhatia, 2015). Su 

uso para la proliferación comercial de plantas presenta desventajas como bajas tasas de multiplicación, 

alto costo de mano de obra y necesidad de espacio (AlKhateeb & Alturki, 2014).  

Así mismo, el medio líquido se caracteriza por la ausencia de agentes gelificantes, y estos se 

destinan principalmente para el cultivo automatizado y la reducción de costos en la etapa de 

multiplicación (Aguilar et al., 2019). Para el desarrollo de las plantas en medio de cultivo líquido se 

requiere una tasa de oxigenación adecuada, que son proporcionadas por sistemas de agitación (Beyl, 

2004). 



27 

 
 

Factores químicos  

En concordancia con la Asociación Internacional de Fisiología Vegetal (IAPP, por sus siglas en 

inglés), los macronutrientes son aquellos elementos que se encuentran en concentraciones mayores a 

0.5 mM.L-1. Los elementos esenciales para el óptimo crecimiento y morfología de las plantas, son el 

carbono, hidrógeno y oxígeno, también se pueden encontrar nitrógeno, fosforo, potasio, calcio, 

magnesio y azufre (Hussain et al., 2012). 

 Los micronutrientes, a diferencia de los anteriores, se encuentran en concentraciones inferiores 

a 0.5 mM. L-1. Algunos de estos elementos son el hierro, zinc, boro, manganeso, cobre y molibdeno. El 

hierro presenta dificultad en disolverse o precipitarse al ser utilizado como sales de citrato o tartarato 

en el medio de cultivo (Hussain et al., 2012). 

Por su parte, la fuente de carbono tiene efecto en el crecimiento y en la morfogénesis, y su 

potencial osmótico influye en la tasa de división celular (Yaseen et al., 2013). La sacarosa se convirtió en 

la fuente de carbono más utilizada en el medio de cultivo, con concentraciones entre 2 a 5% (Hussain et 

al., 2012), gracias a su disponibilidad y bajo costo (Desjardins et al., 1995). 

Los reguladores de crecimiento participan en los procesos de desarrollo de la planta como la 

germinación, elongación del tallo, crecimiento y desarrollo tanto de hojas como de frutos, y floración. 

Sus concentraciones varían según el tiempo, la estación o la etapa de desarrollo (Gaba, 2005) y pueden 

ser activos en un lugar diferente de aquel en el que se producen (Ibrahim et al., 2008).  

 Por otro lado, las citoquininas estimulan la división celular y liberación de la latencia de yemas 

laterales (Gaspar et al., 1996). En la micropropagación de arándanos, estos reguladores son claves para 

el desarrollo y crecimiento de la especie. La zeatina y la 2-isopenteniladenina demostraron ser eficientes 

para este tipo de bayas (Orsolya et al., 2019). 
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Otro complemento del medio de cultivo son las vitaminas, cuyas concentraciones cambian 

según la especie y el tipo de cultivo. Las vitaminas que más usan son la tiamina, el ácido nicotínico, la 

piridoxina y el mio-inositol, que forman parte del medio basal Murashige y Skoog (1962)  (Abrahamian & 

Kantharajah, 2011). 

  A su vez el agente gelificante es el soporte del tejido vegetal, por lo tanto, existe una parte 

aireada del explante y una sumergida, sin embargo, al estar en contacto directo con los explantes debe 

cumplir el requisito de ser inerte (Bhojwani & Dantu, 2013). Por último, el agar es el agente solidificante 

que más se utiliza, esto se debe a su estabilidad, la alta claridad y resistencia al metabolismo (Kaçar et 

al., 2010).  

Factores físicos 

 La fisiología de la planta madre influye en el desarrollo in vitro del explante introducido. Los 

tejidos más jóvenes poseen mayor cantidad de células que se dividen activamente (Molnár et al., 2011), 

mientras que, la capacidad de regeneración disminuye al aumentar la edad de la planta madre (Bidabadi 

& Mohan Jain, 2020).  

 Cabe resaltar que la luz controla el crecimiento y desarrollo de la planta (George et al., 2008). El 

crecimiento de las plantas in vitro cuenta con tres características: la longitud de onda, la densidad de 

flujo y duración de exposición (Gupta et al., 2020).  Así mismo, la respuesta androgénica se puede ver 

afectada por la combinación entre la luz y la temperatura. La exposición a períodos alternos entre luz y 

oscuridad puede beneficiar a algunas especies, mientras que, para otras las condiciones de cultivo 

continuas, ya sea solo luz u oscuridad, son más favorables (Gaba, 2005). 

 El cultivo in vitro consiste en un sistema cerrado en donde puede existir intercambio de gases. 

No obstante, ciertos componentes gaseosos, como el dióxido de carbono, el oxígeno y etileno, pueden 

afectar los tejidos vegetales de manera positiva o negativa dependiendo de la especie  (Kumar & Reddy, 
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2011). Por otro lado, la humedad relativa dentro del recipiente puede oscilar entre 98 y 100%. Los altos 

niveles de este factor se deben al agua retenida en la superficie del tejido y en las paredes del recipiente 

(Teisson & Alvard, 1995). 

 El medio de cultivo normalmente se ajusta a un pH, que permita la absorción óptima de 

nutrientes. Se sugirió que el pH sea entre 5.5 a 6.0, sin embargo, este depende de la especie de la planta 

y el objetivo del estudio. El ajuste de este parámetro se lo realiza con soluciones diluidas de una base o 

ácido (Shi et al., 2017).  

Sistemas de Inmersión Temporal (SIT’s) 

Los SIT’s son tecnologías que se diseñaron para el cultivo intensivo de plántulas clonales 

mediante la regulación de factores nutricionales y físicos (Debnath, 2011). Estos se caracterizan por 

tener un sistema de control automático computarizado que posibilita el control de diferentes 

condiciones como la agitación, temperatura, oxígeno disuelto entre otras. Los biorreactores se  pueden 

clasificar en cuatro tipos: fase líquida, fase gaseosa, SIT’s e híbridos (Georgiev et al., 2014). 

Generalidades de los SIT’s 

Los SIT’s son sistemas automatizados sencillos, que se desarrollaron con la capacidad de proveer 

un ambiente óptimo, mejorar la transferencia de gases y nutrientes, y preservar la integridad 

morfológica de los segmentos de plantas cultivadas in vitro (Steinmacher et al., 2011). Estos sistemas 

intentan proporcionar un ambiente natural a los explantes sembrados en medio líquido dentro del 

recipiente de cultivo y expuestos a un ambiente gaseoso (Steingroewer et al., 2013). Usualmente, se 

diseñan con recipientes de vidrio o plástico transparentes, de tal forma, que la luz externa ilumina los 

explantes (Yang et al., 2010).  

 Además, los SIT’s pueden ser semiautomáticos periódicos o completamente automatizados, y se 

basan en ciclos alternos de inmersión de los explantes sembrados dentro del medio líquido durante 
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unos pocos minutos, seguido del drenaje y exposición del tejido vegetal al ambiente gaseoso por 

algunas horas (Steinmacher et al., 2011). El ajuste adecuado de las duraciones de inmersión y 

exposición, crea condiciones óptimas para la humedad y el suministro de nutrientes, así pues, evita la 

hiperhidratación de los explantes (Albarrán et al., 2005). 

 Es importante resaltar que la exposición directa del tejido vegetal al ambiente gaseoso reduce el 

transporte interfásico de oxígeno desde la forma gaseosa a los explantes cultivados, a diferencia de la 

inmersión de los cultivos, donde el transporte interfásico de oxígeno enfrenta la resistencia de algunas 

capas límite (Curtis & Tuerk, 2008).  Por ende, perfeccionar el transporte de oxígeno mejora el 

intercambio gaseoso, reduce las limitaciones de oxígeno y evita la asfixia. En este sentido, muchos SIT’s 

tienen la opción de enriquecimiento con dióxido de carbono (CO2) durante el periodo de exposición, la 

cual mejora significativamente la multiplicación, actividad fotosintética y acumulación de metabolitos 

secundarios (Aragón et al., 2010).  

 Adicionalmente, los SIT’s no cuentan con un sistema de agitación mecánica, en su lugar, el 

cambio de los explantes depende netamente de las fuerzas hidrodinámicas que se producen durante el 

período de inmersión (Steinmacher et al., 2011). De esta manera, los cultivos de plantas mantienen su 

integridad celular y también mejoran su morfología y fisiología (Afreen, 2008).  

Tipos de Sistemas de Inmersión Temporal  

 Twin-Flask. Es un SIT que consiste en dos tipos de contenedores conectados por medio de una 

manguera en forma de U (Dewanti et al., 2016). Uno de los contenedores actúa como la cámara de 

cultivo, que puede contener o no, un soporte para los explantes; mientras que, el otro es el lugar de 

almacenamiento del medio. Los dos contenedores están conectados a sus propias líneas de aire 

presurizado (Scherer et al., 2013).  
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El simple diseño de este tipo de SIT facilita su uso y la construcción permite mantener esterilidad 

por largos períodos (Arencibia et al., 2013). No obstante, este diseño requiere de dos relojes 

independientes, electroválvulas de tres vías, carece de opciones para la renovación del medio de cultivo 

y posee una ventilación forzada. Por otro lado, este tipo de sistemas carecen de un puerto especializado 

para el suplemento de CO2 externo durante el período de exposición (Quiala et al., 2011). En la Figura 1 

se puede apreciar el diseño y principio de operación del tipo de sistema Twin – Flask.  

Figura 1.  

Diseño y principio de operación de Twin – Flask 

 

Nota. A) Período de exposición. B) Paso del medio desde el tanque de almacenamiento a la cámara de 

cultivo. C) Período de inmersión. D) Paso del medio de cultivo desde la cámara de cultivo al tanque de 

almacenamiento. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al., 

2014.  

Ebb – and – Flow. Este tipo de SIT consta de dos frascos: uno de boca amplia que actúa como la 

cámara de cultivo, donde los explantes se ponen sobre un soporte de poliuretano, el cual ayuda a 
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mantener la humedad durante el período de exposición y tiene la función de rociar aire durante la etapa 

de inmersión (Ducos et al., 2008). Y uno pequeño que obra como tanque de almacenamiento de medio 

ubicado debajo del tanque de cultivo. Ambos están conectados por un puerto que se sitúa debajo en la 

parte inferior (Ducos et al., 2007).  

Estos sistemas son sencillos y de confiable construcción, con una automatización simplificada y 

menor consumo de energía. Aunque, no cuenta con una distribución de luz uniforme dentro de la 

cámara de cultivo, carece de ventilación forzada y enriquecimiento de CO2 (Scheidt et al., 2009).  En la 

Figura 2, se ilustra el diseño y principio de operación del tipo de sistema Ebb and Flow.  

Figura 2.  

Ilustración del sistema Ebb and Flow 

 

Nota. A) Período de exposición. B) Paso del medio desde el tanque de almacenamiento a la cámara de 

cultivo mediante la aplicación de presión de aire. C) Período de inmersión. D) Paso del medio de cultivo 

desde la cámara de cultivo al tanque de almacenamiento debido a la gravedad. Tomado de Temporary 

immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al., 2014.   
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Recipient for Automated Temporary Immersion (RITA). Este tipo de sistema abarca en un único 

frasco autoclavable de polipropileno con dos compartimentos separados por una bandeja con un 

soporte de malla y un tubo plástico en el centro. El compartimiento superior corresponde a la cámara de 

cultivo y el inferior al tanque de almacenamiento de medio (Mordocco et al., 2009). Así mismo, cuenta 

con una tapa rosca ancha para cerrar el frasco, el cual está equipado con puertos externos centrales y 

laterales. Los puertos laterales están asegurados con filtros de membrana, mientras que, el puerto 

central está conectado a la línea de aire controlada por un reloj y una electroválvula de tres vías 

(Georgiev et al., 2014).  

 El sistema RITA posee una operación simple y confiable, un espacio compacto para la 

acomodación del sistema y el soporte de un nivel de humedad suficiente con la separación total de los 

explantes y el medio líquido, pero carece de habilidad para la renovación del medio de cultivo, opciones 

para ventilación forzada y enriquecimiento del CO2 (Mordocco et al., 2009). El diseño y principio de 

operación del sistema RITA se detalla en la Figura 3.  
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Figura 3.  

Diseño y principio de operación del sistema RITA 

 

Nota. A) Período de exposición. B) Paso del medio desde el tanque de almacenamiento a la cámara de 

cultivo mediante la aplicación de presión de aire a través del tubo central. C) Período de inmersión. D) 

Paso del medio de cultivo desde la cámara de cultivo al tanque de almacenamiento debido a la 

gravedad. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al., 2014. 

Termo – photo biorreactor. Este tipo de biorreactor se diseñó para la micropropagación de la 

especie Deschampsia antarctica E.Desv. Consta de dos frascos de vidrio Pírex conectados por tuberías 

de acero inoxidable (Rodrigues et al., 2006). El frasco superior corresponde a la cámara de cultivo, la 

cual se encuentra equipada con una chaqueta de agua que mantiene la temperatura y una fuente de luz 

UV en la tapa. El material vegetal se pone sobre una pantalla de acero inoxidable. El frasco inferior 

representa al tanque de almacenamiento de medio de cultivo, que cuenta con dos puertos externos: el 
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superior para el suministro de aire; y el inferior para cargar el medio y las muestras (Navarro et al., 

2013). 

Una de las principales ventajas de este sistema es la capacidad para controlar la temperatura y 

la radiación UV, principalmente en plantas extremófilas. No obstante, su construcción es costosa y 

complicada (Sequeida et al., 2012). En la Figura 4 se detalla el diseño y principio de operación del 

sistema Termo – photo biorreactor.  

Figura 4.  

Diseño y principio de operación del sistema Termo – photo biorreactor 

 

Nota. A) Período de exposición. B) Paso del medio desde el tanque de almacenamiento a la cámara de 

cultivo mediante la aplicación de aire en el taque de almacenamiento de medio de cultivo. C) Período de 

inmersión. D) Paso del medio de cultivo desde la cámara de cultivo al tanque de almacenamiento debido 

a la gravedad. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology. Georgiev et al., 2014. 
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Ebb – and - Flow Híbrido. A diferencia del sistema Ebb and Flow común, aquí se forma un flujo 

convectivo tubular, que permite cultivar altas densidades de raíces peludas (Cuello & Yue, 2008). En los 

primeros días tras la siembra, este actúa como una columna de burbujas, con el fin de asegurar la 

distribución uniforme e inmovilización de las raíces peludas en una malla interna de soporte; luego obra 

como un sistema Twin – Flask (Uozumi, 2004).  La bomba peristáltica se utiliza para el paso del medio 

desde el tanque de almacenamiento a la cámara de cultivo y viceversa. Los períodos de inmersión y 

exposición son cortos, la velocidad de la bomba asegura el paso del medio en un minuto, con lo que se 

logra el flujo convectivo tubular (Cuello & Yue, 2008).  

Además, se suplementa con aire presaturado, de tal forma que puede suministrar oxígeno a las 

zonas internas de las raíces. Este sistema permite la transferencia de oxígeno durante el cultivo de altas 

densidades de biomasa. Sin embargo, el diseño es complejo, su uso se limita a la siembra de raíces y la 

cosecha de biomasa inmovilizada también es complicada (Mehrotra et al., 2018). El diseño y principio de 

operación del sistema Ebb - and – Flow Híbrido se evidencia en la Figura 5.  
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Figura 5.  

Diseño y principio de operación del sistema Ebb – and - Flow Híbrido. 

 

Nota. A) Operación como columna de burbujas B – E) Operación como un sistema Twin - Flask. Tomado 

de Temporary immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al.,2014. 

Biorreactor de Inmersión por Burbujas (BIB). En este sistema la etapa de inmersión se realiza en 

medio de cultivo líquido con detergente para la formación de espuma (Adelberg & Toler, 2004). Está 

formado por un único cilindro de vidrio y dividido en dos compartimientos mediante una lámina de 

microporos. La cámara superior corresponde a la de crecimiento donde rejillas de acero inoxidable 

soportan los explantes (Paek et al., 2005). El medio líquido con detergente se llena en el fondo de la 

cámara de crecimiento, mientras que, la cámara baja se utiliza para la distribución uniforme de aire. Este 

sistema presenta mejor crecimiento y altos número de brotes por explante en comparación con el  

sistema RITA (Scheidt et al., 2009). Aun así, la presencia de detergente puede ser contraproducente para 

ciertos explantes sensibles (Paek et al., 2005). En la Figura 6 se expone el diseño y principio de operación 

del sistema BIB. 
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Figura 6.  

Diseño y principio de operación del sistema BIB 

 

Nota. A) Período de exposición B) Período de inmersión en donde el aire es suministrado y se forman la 

espuma. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al. 2014. 

Sistemas Rocker. En este sistema se utiliza una plataforma metálica para inclinar los frascos de 

cultivo a un determinado ángulo, de esta manera el medio puede pasar de un lado a otro y viceversa 

(Kämäräinen-Karppinen et al., 2010). Los frascos de cultivo que usa son rectangulares y autoclavables, 

con una apertura lateral de boca ancha y cerrados con una tapa rosca con filtro de membrana. Tras la 

siembra los frascos se ponen en rejillas con estanterías mecánicas de inclinación, de esta forma se crean 

ondas, y alternativamente se sumergen y airean los explantes (Uchendu et al., 2011).  

La principal ventaja de este tipo de sistemas es que se puede colocar un gran número de frascos 

en una rejilla y no requiere de una línea de aire adicional. Sin embargo, se necesita de una plataforma 

electromecánica que se incline, la cual aumenta los costos de energía. Además, precisa de un mayor 

espacio para su operación, carecen de una buena renovación de aire, ventilación forzada y reemplazo 
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del medio nutritivo (Kämäräinen-Karppinen et al., 2010). En la Figura 7 se puede apreciar el diseño y 

principio de operación del sistema Rocker.  

Figura 7.  

Diseño y principio de operación del sistema Rocker 

 

Nota. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por  Georgiev et al., 2014. 

BioMINT. Biorreactor de medio tamaño, que contiene dos frascos cilíndricos autoclavables 

unidos por un adaptador perforado, el cual permite el paso del medio de cultivo y mantiene a los 

explantes en su sitio cuando se cambia de posición (Robert et al., 2006). Uno de los frascos se utiliza 

para la siembra y el otro para medio de cultivo líquido. Los adaptadores posibilitan la aplicación de 

ventilación forzada y CO2. Debido a su facilidad de uso, estos sistemas se implementan en 

micropropagación (Bello-Bello et al., 2010). A continuación, es posible observar el diseño y principio de 

operación del sistema BioMINT (Ver Figura 8).  
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Figura 8.  

Diseño y principio de operación del sistema BioMINT 

 

Nota. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology. Georgiev et al., 2014. 

Sistema de tambor giratorio. Este sistema consiste en un rodillo en el que se coloca una botella 

de plástico autoclavable, dentro de la cual se pone una malla de acero inoxidable o una espuma de 

poliuretano para el soporte de los explantes. El rodillo rota a una velocidad lenta permitiendo que los 

explantes sean periódicamente sumergidos y expuestos (Akita & Ohta, 1998).  Este sistema es 

comúnmente utilizado debido a su simple construcción, sin embargo, presenta la incapacidad de 

establecer tiempos independientes y prolongados durante los períodos de inmersión y exposición, 

existe mayor esfuerzo cortante gracias a la mezcla mecánica y falta de opciones para la ventilación (Reis 

et al., 2011). En la Figura 9 se puede observar el diseño y principio de operación del sistema de tambor 

giratorio.  
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Figura 9.  

Diseño y principio de operación del sistema de tambor giratorio 

 

Nota. Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por Georgiev et al., 2014. 

SIT’s desechables y de bajo costo. Con el fin de reducir los costos de inversión para el equipo y 

reducir espacio, se desarrollaron diferentes tipos de SIT’s, con un diseño simple, de bajo costo y con 

elementos plásticos intercambiables. Estos sistemas son manejables, compactos para almacenamiento, 

autoclavables y de usos múltiples (Eibl & Eibl, 2008). En la Figura 10, se precisan diferentes tipos de SIT’s 

desechables y de bajo costo.  
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Figura 10.  

Diferentes tipos de SIT’s desechables y de bajo costo 

 

Nota. A) El biorreactor RALM funciona según el principio de doble matraz. B) El sistema SETIS funciona 

de manera similar al sistema SIT de Ebb-and-Flow. C-D) Plantima y Plantform son un SIT’s pequeño que 

funcionan según el principio RITA. E) Box-in-Bag SIT desechable que funciona bajo el principio de Ebb-

and-Flow. F) Wave Plataforma oscilantes que utiliza bolsas de cultivo preesterilizadas desechables. 

Tomado de Temporary immersion systems in plant biotechnology por  Georgiev et al., 2014. 
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Capítulo III: Materiales y Métodos 

Localización del estudio 

La optimización de la micropropagación de ambas variedades comerciales de arándano 

(Vaccinium corymbosum Linnaeus) utilizando sistemas de inmersión temporal (SIT’s-RITA) se llevó a 

cabo en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejido del Departamento Nacional de 

Biotecnología en la Estación Experimental Santa Catalina del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias – INIAP. Las características geográficas se detallan en la Tabla 2.  

Tabla 2.  

Ubicación del Sitio Experimental 

Característica Descripción 

Provincia Pichincha 

Cantón Mejía 

Parroquia Cutuglagua 

Altitud 3100 msnm 

Latitud UTM 0° 22´ 8´´ S 

Longitud UTM 78 ° 33´ 24´´ O 

 

Material Vegetal  

La fuente de explantes destinados a los diferentes tratamientos fueron plantas in vitro de 

Vaccinium corymbosum Linnaeus, procedentes de la reserva del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del 

INIAP, que se encontraban en fase de multiplicación. 
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Fase 1: Micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en Sistemas de Inmersión Temporal 

(SIT’s) 

Preparación del Medio de Cultivo Líquido 

Se preparó el medio de cultivo estandarizado por el Departamento Nacional de Biotecnología 

del INIAP para el género Vaccinium. Para lo cual se utilizó sales minerales McCown's Woody Plant 

(WPM) (Lloyd y McCown, 1981), 30 g.L-1 de sucrosa y 0.5 ppm de zeatina (ZEA). El pH del medio de 

cultivo se reguló a 5 y se dispensó 200 ml de medio de cultivo en cada frasco RITA® (Chacha, 2020; 

Meneses et al., 2022). Finalmente, los envases se autoclavaron a 15 PSI y 121°C durante 15 minutos.    

Calibración de Tiempo y Frecuencia de los SIT’s-RITA 

 El tiempo y frecuencia de inmersión se estableció en base a previas investigaciones realizadas 

con el género Vaccinium en el Departamento Nacional de Biotecnología-INIAP. Chacha (2020) menciona 

que la frecuencia de inmersión con resultados óptimos en SIT’s-RITA fue de 6 veces al día con un tiempo 

de inmersión de un minuto. Los tiempos fueron regulados con un programador tipo PLC (Programmable 

Logic Controller).   

Establecimiento del Ensayo 

 De cada variedad de arándano se escogieron plantas in vitro con características morfológicas 

similares, libres de contaminación y con igual tiempo de siembra (60 días). En cámara de flujo laminar, 

partiendo de secciones nodales, se obtuvieron el número y tipo de explantes correspondientes a cada 

tratamiento del estudio. Cada explante tuvo un tamaño inicial de 20 mm.   

De acuerdo con cada tratamiento, los explantes se trasladaron a los recipientes RITA® con 200 

ml de medio de cultivo líquido autoclavado. Posteriormente, en cada frasco se instalaron mangueras con 

filtros hidrófobos de 0.2 μm, uno central (entrada de aire) y otro lateral (salida de aire). El filtro central 
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se conectó al sistema de inyección de aire. Las condiciones del cuarto de crecimiento fueron el 

fotoperiodo de 16 horas luz, temperatura de 26 ± 2 °C y humedad relativa del 40%.  

Análisis Estadístico 

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco RITA® con 200 ml de medio de cultivo 

con el número y tipo de explantes correspondiente para cada tratamiento en estudio. El biorreactor 

RITA® tiene un tamaño proporcional con 150 mm de altura y 130 mm de diámetro.  

Factores de Estudio. Se tuvieron tres factores de estudio.  

Variedad de arándano. Se utilizó dos variedades comerciales de arándano (Vaccinium 

corymbosum Linnaeus), que por asuntos de confidencialidad por parte del Departamento Nacional de 

Biotecnología INIAP, se las denominará como V1 y V2 a lo largo de todo el documento.  

 Densidad de Siembra. Se precisaron tres densidades de siembra diferentes para cada variedad: 

(D1) 5, (D2) 15 y  (D3) 25 explantes. 

 Tipo de Explante. Se determinaron dos tipos de explantes con yemas apicales (E1) y yemas 

laterales (E2) para cada variedad de arándano.  

Tratamientos. La interacción entre los factores de estudio mencionados anteriormente dio 

como resultado doce tratamientos para la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con el 

uso de SIT’s-RITA (Tabla 3).  
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Tabla 3.  

Tratamientos del ensayo de micropropagación in vitro Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA 

Tratamiento Código Descripción 

T1.1 V1D1E1 Variedad 1 + 5 explantes + yema apical 

T1.2 V1D1E2 Variedad 1 + 5 explantes + yema lateral 

T1.3 V1D2E1 Variedad 1 + 15 explantes + yema apical 

T1.4 V1D2E2 Variedad 1 + 15 explantes + yema lateral 

T1.5 V1D3E1 Variedad 1 + 25 explantes + yema apical 

T1.6 V1D3E2 Variedad 1 + 25 explantes + yema lateral 

T2.1 V2D1E1 Variedad 2 + 5 explantes + yema apical 

T2.2 V2D1E2 Variedad 2 + 5 explantes + yema lateral 

T2.3 V2D2E1 Variedad 2 + 15 explantes + yema apical 

T2.4 V2D2E2 Variedad 2 + 15 explantes + yema lateral 

T2.5 V2D3E1 Variedad 2 + 25 explantes + yema apical 

T2.6 V2D3E2 Variedad 2 + 25 explantes + yema lateral 

 

 Diseño Experimental. En el presente proyecto se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) 

con arreglo factorial 2x3x2. Se realizaron cuatro repeticiones por cada tratamiento, con el número y tipo 

de explante según corresponda.  

Las variables se evaluaron a los 40 días tras la siembra. Se planteó cinco variables de respuesta 

en cada tratamiento.  

Coeficiente de Multiplicación. Se dividió el número de brotes viables de arándanos para 

el número de explantes introducidos inicialmente. Las observaciones se expresaron en 

brotes/explante.  

Longitud de Brotes. La longitud de brotes de cada especie de arándanos se midió desde 

la base hasta el meristemo apical con el uso de hojas milimétricas estériles. Se expresó las 

mediciones en (mm).  
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Porcentaje de Brotes Viables. Se realizó la relación porcentual entre el número de 

brotes vivos (sin oxidación e hiperhidratación) y el número total de explantes.  

Porcentaje de Oxidación. Se realizó la relación porcentual entre el número total de 

explantes con síntomas de oxidación, pardeamiento y/o necrosis, el número total de explantes.  

Porcentaje de Hiperhidratación. Se relacionó el número de explantes con síntomas de 

hiperhidratación, vitrificación y fragilidad con el número total de explantes.  

El análisis de varianza (ANOVA) se llevó a cabo con un nivel de significancia del 5%. Para la 

diferencia de las medias, se aplicó la prueba de significancia de Duncan al 5%. Se comprobó también la 

normalidad de las variables con Kolmogorov – Smirnov. Los análisis estadísticos se realizaron en el 

software RStudio (RStudio Team, 2021).  

Para las variables que no presentaron normalidad, se optó por la transformación más adecuada 

como arcoseno (%). Una vez ajustados los datos de las variables se aplicó el análisis de varianza 

(ANOVA).  

El esquema del ANOVA para optimizar la producción de plantas in vitro de arándanos sometidos 

a Sistemas de Inmersión Temporal se muestra en la Tabla 4. 
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Tabla 4. 

ANOVA para el ensayo de micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con el uso de SIT’s-

RITA. 

Fuente de Variación Grados de Libertad 

Total 47 

Tratamientos 11 

Variedades (V) 1 

Densidad de Siembra (D) 2 

Tipo de Explante (E) 1 

V x D 2 

V x E 1 

D x E 2 

V x D x E 2 

Error Experimental 36 

 

Fase 2: Micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en Sistema Convencional  

 En esta etapa se micropropagó secciones nodales de Vaccinium corymbosum Linnaeus en medio 

semisólido. Con el propósito de establecer un control que permita la comparación de variables con el 

sistema de inmersión temporal. Para lo cual el mejor tratamiento de cada variedad de arándano en 

SIT’s-RITA de la etapa anterior fueron contrastados con el sistema convencional.  

Preparación del Medio de Cultivo Semisólido  

Se utilizó el medio de cultivo estandarizado por el Departamento Nacional de Biotecnología del 

INIAP para el género Vaccinium. Para lo cual se utilizó sales minerales McCown's Woody Plant (WPM), 

30 g.L-1 de sucrosa, 0.5 ppm de zeatina (ZEA) y 6 g.L-1 de agar (Meneses et al., 2022). El pH del medio de 

cultivo se reguló a 5 y se dispensó 30 ml de medio de cultivo en cada frasco de vidrio. Los envases 

fueron autoclavados a 15 PSI y 121°C durante 15 minutos. 
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Fase de Multiplicación 

Esta etapa se trabajó bajo el protocolo estandarizado para la producción de vitro plantas del 

género Vaccinium del INIAP (Informe Anual DNB, 2020; Informe Anual DNB, 2021). Para cada variedad 

de arándano, se seleccionaron plantas in vitro con similares características morfológicas, libres de 

contaminación y con el mismo tiempo de siembra (60 días) en fase de multiplicación del Laboratorio del 

Departamento Nacional de Biotecnología del INIAP.  

En la cámara de flujo laminar, se cotaron secciones nodales de 10 mm de longitud con yemas 

laterales. Se sembró 10 explantes por frasco y se incubó durante 60 días. El cuarto de cultivo tuvo un 

fotoperiodo de 16 horas luz, temperatura de 24 ± 2 °C y humedad relativa del 40%. 

Análisis Estadístico  

 Para el sistema convencional en medio de cultivo semisólido, la unidad experimental estuvo 

conformada por un frasco de vidrio con 30 ml medio de cultivo con 10 explantes. Las dimensiones del 

frasco fueron de 18 cm de altura y 10.2 cm de diámetro. En sistemas de inmersión temporal la unidad 

experimental estuvo conformada por un frasco RITA® con 200 ml de medio de cultivo con los 

tratamientos correspondientes en estudio. El biorreactor RITA® tiene un tamaño proporcional de 150 

mm de altura y 130 mm de diámetro.  

Factores de Estudio. Se evaluaron dos factores de estudio.  

Tipo de Sistema de Micropropagación. Se utilizó dos sistemas de micropropagación in vitro de 

Vaccinium corymbosum Linnaeus en SIT’s-RITA (S1) y sistema convencional (S2). 

Variedad de arándano. Se utilizó dos variedades comerciales de arándano (Vaccinium 

corymbosum Linnaeus), que por asuntos de confidencialidad por parte del Departamento Nacional de 

Biotecnología INIAP, se las denominará como V1 y V2. 
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 Tratamientos. La interacción entre los factores de estudio mencionados anteriormente se 

originó cuatro tratamientos en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus (Tabla 5).  

Tabla 5.  

Tratamientos del ensayo de micropropagación in vitro de arándano (Vaccinium corymbosum Linnaeus)  

Tratamiento Código Descripción 

TS.1 S1V1 SIT’s + Variedad 1  

TS.2 S1V2 SIT’s + Variedad 2 

TS.3 S2V1 Sistema Convencional + Variedad 1 

TS.4 S2V2 Sistema Convencional + Variedad 2 

 

Diseño Experimental. El resultado de los mejores tratamientos de la multiplicación en sistemas 

RITA se implementaron con los datos de multiplicación de sistema convencional en un Diseño 

Completamente al Azar (DCA), con arreglo factorial 2x2. Se consideró cuatro repeticiones por 

tratamiento. El análisis estadístico se realizó con el software R Studio (RStudio Team, 2021).  

El análisis estadístico de los resultados se realizó para las siguientes variables:  

Coeficiente de Multiplicación. Se dividió el número de brotes viables de arándanos 

obtenidos para el número de explantes introducidos inicialmente. Las observaciones se 

expresaron en brotes/explante.  

Longitud de Brotes. Se midió desde la base del brote hasta el meristemo apical con el 

uso de hojas milimétricas autoclavadas. Se expresó las mediciones en milímetros (mm).  

Porcentaje de Brotes Viables. Se realizó la relación porcentual entre el número de 

brotes vivos (sin oxidación y/o hiperhidratación) y el número total de explantes.  
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Porcentaje de Oxidación. Se realizó la relación porcentual entre el número total de 

explantes con síntomas de oxidación, pardeamiento y/o necrosis, y el número total de 

explantes.  

Porcentaje de Hiperhidratación. El número de explantes con síntomas de 

hiperhidratación, vitrificación y fragilidad se relacionó con el número total de explantes.  

A los datos se aplicó la prueba de normalidad Kolmogorov – Smirnov. Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 5%. Además, se aplicó la prueba de Duncan al 5% 

para el conjunto de datos.   

El esquema del análisis de varianza entre los SIT’s-RITA y método convencional en la 

micropropagación de plantas de arándano se detalla en la Tabla 6. 

Tabla 6.  

ANOVA para el ensayo de micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 

Fuente de Variación Grados de Libertad 

Total 15 

Tratamientos  3 

Variedad (V) 1 

Sistema de Propagación (S) 1 

V x S 1 

Error Experimental 12 
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Capítulo IV: Resultados  

Fase 1: Micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en Sistemas de Inmersión Temporal 

(SIT’s) 

 En esta primera etapa se evaluaron las cinco variables de respuesta (coeficiente de 

multiplicación, longitud de brote, porcentaje de brotes viables, porcentaje de oxidación y porcentaje de 

hiperhidratación) de las dos variedades de arándano cultivadas en los sistemas de inmersión temporal a 

los 40 días tras la siembra.  

Coeficiente de Multiplicación  

 La prueba de normalidad Kolmogorov – Smirnov mostró que los datos siguen una distribución 

normal. En la micropropagación de arándano en SIT’s-RITA, el coeficiente de multiplicación mostró 

diferencias significativas para los niveles de los factores densidad de siembra y variedad de arándano, 

los niveles del factor tipo de explante no fueron significativos. Todas las interacciones de los factores 

estudiados no evidenciaron diferencias significativas (Tabla 7 del ANOVA).    
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Tabla 7.  

ANOVA para el coeficiente de multiplicación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus 

con SIT’s-RITA. 

Fuente de Variación 
Grados de 

Libertad 

Error cuadrático 

medio 
Valor F Pr (>F) 

Total 47 
   

Tratamientos 11    

Densidad de Siembra (D) 2 32.84 15.71 1.24E-05* 

Tipo de Explante (E) 1 1.97 0.942 0.3383ns 

Variedad de Arándano (V) 1 157.78 75.48 2.31E-10* 

DxE 2 4.01 1.919 0.1614ns 

DxV 2 6.39 3.058 0.06 ns 

ExV 1 3.01 1.438 0.2382ns 

DxExV 2 4.67 2.235 0.1217ns 

Error 36    

Coeficiente de Variación  34.91 

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo. 

 La prueba de significancia y comparación de medias para el coeficiente de multiplicación en la 

micropropagación de arándano se muestra en la Tabla 8. Para esta variable, se encontró que el factor de 

estudio densidad de siembra muestra diferencias significativas en sus niveles, encontrándose cada nivel 

en un solo rango. La densidad D2 (15 explantes) presentó mayor coeficiente de multiplicación con 5.64 

brotes/explante en el rango a. Mientras que, la densidad D1 (5 explantes) evidenció la menor tasa de 

proliferación de brotes con 2.79 brotes/explante en el rango c. Para el factor de estudio tipo de 

explante, no se mostró diferencias significativas, el mejor valor matemático de estos niveles le 

corresponde al E2 (yema lateral) con 4.34 brotes/explante.  
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Para el factor, variedad de arándano, se mostró que existen diferencias significativas. La 

variedad 1 (V1) evidenció alto coeficiente de multiplicación con 5.95 brotes/explante y se ubica en el 

rango a como mejor tratamiento. Mientras que, para la variedad 2 (V2) esta variable disminuyó, 

obteniéndose un valor de 2.33 brotes/explante y se ubica en el rango b.  

Tabla 8.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias para el coeficiente de multiplicación en la 

micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 
Coeficiente de Multiplicación 

(brote/explante) 

Densidad (D) 

D1= 5 explantes 2.79 c 

D2= 15 explantes 5.64 a 

D3= 25 explantes 3.99 b 

Tipo de Explante (E) 
E1= yema apical 3.94 

E2= yema lateral 4.34 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 5.95 a 

V2 = Variedad 2 2.33 b 

Nota. Los datos con letras diferentes expresan estadísticas diferencias significativas.  

La interacción entre los factores densidad de siembra y tipo de explante no evidencia 

significación estadística, sin embargo, los tratamientos con los niveles 15 explantes (D2) y yemas apicales 

(E1) evidenciaron altos valores matemáticos de coeficiente de multiplicación con 5.52 brotes/explante. 

Los tratamientos con los niveles 5 explantes (D1) y yemas apicales (E1) mostraron el coeficiente de 

multiplicación más bajo con 2.05 brotes/explantes (Tabla 9).  

En la interacción de los factores variedad de arándano por densidad de siembra se evidenció 

que los tratamientos con V1 y D2 (15 explantes) alcanzaron el mayor coeficiente de multiplicación con 

8.18 brotes/explante. Los tratamientos con V2 y D1 presentan el menor coeficiente de multiplicación con 

1.38 brotes/explante (Tabla 9). 
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La variedad de arándano en interacción con el tipo de explante evidenció a los niveles V1 y E1 

(yemas apicales) un coeficiente de multiplicación de 6.00 brotes/explante. Contrario a esto, V2 por E1 

(yema apical) presentó el menor coeficiente de multiplicación con 1.88 brotes/explante (Tabla 9). 

 

Tabla 9.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias, interacción de factores, para el coeficiente de 

multiplicación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA.  

Factores Descripción 
Coeficiente de Multiplicación 

(brote/explante) 

DxE 

5 explantes + yema apical 2.05 

5 explantes + yema lateral 3.53 

15 explantes + yema apical 5.52 

15 explantes + yema lateral 5.77 

25 explantes + yema apical 4.25 

25 explantes + yema lateral 3.74 

VxD 

Variedad 1 + 5 explantes 4.20 

Variedad 1 + 15 explantes 8.18 

Variedad 1 + 25 explantes 5.48 

Variedad 2 + 5 explantes 1.375 

Variedad 2 + 15 explantes 3.10 

Variedad 2 + 25 explantes 2.51 

VxE 

Variedad 1 +Yema apical 6.00 

Variedad 1 +Yema lateral 5.91 

Variedad 2 + Yema apical 1.88 

Variedad 2 + Yema lateral 2.78 

Nota. Densidad de Siembra (D), Tipo de Explante (E), Variedad de arándano (V).  

En la Figura 11 se observa la influencia de la interacción de los tres factores de estudio en la 

micropropagación de dos variedades de arándano con SIT’s-RITA. El tratamiento T1.3 (Variedad 1, 15 

explantes, yemas apicales) evidenció mayor coeficiente de multiplicación con 8.72 brotes/explantes. 

Mientras que, el tratamiento T2.1 (Variedad 2, 5 explantes, yemas apicales) tuvo un coeficiente de 



56 

 
 

multiplicación menor con 1.00 brote/explante. La mayor tasa que evidenció para la V2 fue con el 

tratamiento T2.4 (15 explantes, yemas laterales) con 3.88 brotes/explante.  

Figura 11.  

Efecto de la densidad de siembra, tipo de explante y variedad de Vaccinium corymbosum Linnaeus sobre 

el coeficiente de multiplicación con SIT’s-RITA. 

 

Nota. En la figura se puede observar la influencia de los tres factores de estudio en el coeficiente de 

multiplicación en la micropropagación con SIT’s-RITA. Los tratamientos para la V1 son: T1.1 (5 explantes, 

yemas apicales), T1.2 (5 explantes, yemas laterales), T1.3 (15 explantes, yemas apicales), T1.4 (15 explantes, 

yemas laterales), T1.5 (25 explantes, yemas apicales), T1.6 (5 explantes, yemas apicales). Los tratamientos 

para la V2 son: T2.1 (5 explantes, yemas apicales), T2.2 (5 explantes, yemas laterales), T2.3 (15 explantes, 

yemas apicales), T2.4 (15 explantes, yemas laterales), T2.5 (25 explantes, yemas apicales), T2.6 (5 explantes, 

yemas apicales). 

En la Figura 12, se observa el crecimiento de brotes en 40 días de cultivo en SIT’s-RITA. Se puede 

evidenciar que los tratamientos de V1 presentan un desarrollo más vigoroso que V2.  
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Figura 12.  

Influencia de los Sistemas de Inmersión Temporal en el coeficiente de multiplicación de Vaccinium 

corymbosum Linnaeus. 
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Nota. En la figura se evidencia el coeficiente de multiplicación de Vaccinium corymbosum Linnaeus tras 

40 días de cultivo en SIT’s-RITA correspondiente a cada tratamiento.  
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Longitud de Brote 

 La prueba de normalidad Kolmogorov – Smirnov mostró que los datos de esta variable son 

normales. En la micropropagación de arándano en SIT’s-RITA, la longitud de brote mostró diferencias 

significativas para los niveles del factor variedad de arándano. Los niveles de los factores densidad de 

siembra y tipo de explante no fueron significativos. Además, todas las interacciones de los factores 

estudiados no evidenciaron diferencias significativas (Tabla 10 del ANOVA).   

Tabla 10.  

ANOVA para la longitud de brotes en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT's-

RITA. 

Fuente de Variación Grados de 

Libertad 

Error cuadrático 

medio 

Valor F Pr (>F) 

Total 47 
   

Tratamientos 11 
   

Densidad de Siembra (D) 2 64.60 2.25 0.12ns 

Tipo de Explante (E) 1 23.00 0.80 0.37ns 

Variedad de Arándano (V) 1 1302.30 45.26 7.50E-08* 

DxE 2 36.10 1.25 0.29ns 

DxV 2 0.60 0.02 0.98ns 

ExV 1 49.60 1.73 0.19ns 

DxExV 2 1.30 0.05 0.96ns 

Promedio  36 
   

Coeficiente de Variación 38.89 

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo. 

 La prueba de significancia y comparación de medias para la longitud de brotes en la 

micropropagación de arándano se muestra en la Tabla 11. Para esta variable, se encontró que V1 alcanzó 

mayor longitud de brotes con 19.00 mm de largo en el rango a. Mientras que, la variedad V2 presentó la 

menor longitud de brotes con 8.59 mm de largo en el rango b.    
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Tabla 11.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias para la longitud de brotes en la micropropagación de 

arándano en SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 
Longitud de Brote 

(mm) 

Densidad (D) 

D1= 5 explantes 11.79 

D2= 15 explantes 15.81 

D3= 25 explantes 13.79 

Tipo de Explante (E) 
E1= yema apical 13.10 

E2= yema lateral 14.49 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 19.00 a 

V2 = Variedad 2 8.59 b 

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. 

 

En la interacción de los factores, la densidad D2 (15 explantes) y tipo de explante E1 (yemas 

apicales) mostró la mayor longitud de brote con 16.34 mm de largo en el rango a. Mientras que, la 

densidad D1 (5 explantes) y tipo de explante E1 (yemas apicales) evidenció la menor longitud de brote 

con 9.52 mm de largo en el rango b (Tabla 12). 

La interacción entre los factores variedad de arándano y densidad de siembra no evidencia 

significación estadística, sin embargo, los tratamientos con los niveles V1 y 15 explantes (D2) mostraron 

altos valores matemáticos de longitud de brote con 20.81 mm. Los tratamientos con los niveles V2 y 5 

explantes (D1) evidenciaron la menor longitud de brote con 6.41 mm (Tabla 12). 

La interacción de los factores variedad de arándano y tipo de explante no evidencia significación 

estadística, sin embargo, los tratamientos con los niveles V1 y yema lateral (E2) alcanzaron altos valores 

matemáticos de longitud de brote con 20.71 mm. Los tratamientos con los niveles V2 y, yema tanto 

apical como lateral, mostraron la menor longitud de brote con valores por debajo de 9 mm de largo 

(Tabla 12). 
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Tabla 12.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias, interacción de factores, para la longitud de brote en 

la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 
Longitud de Brote 

(mm) 

DxE 

5 explantes + yema apical 9.52 

5 explantes + yema lateral 14.06 

15 explantes + yema apical 15.28 

15 explantes + yema lateral 16.34 

25 explantes + yema apical 14.51 

25 explantes + yema lateral 13.06 

VxD 

Variedad 1 + 5 explantes 17.17 

Variedad 1 + 15 explantes 20.81 

Variedad 1 + 25 explantes 19.03 

Variedad 2 + 5 explantes 6.41 

Variedad 2 + 15 explantes 10.81 

Variedad 2 + 25 explantes 8.54 

VxE 

Variedad 1 +Yema apical 17.29 

Variedad 1 +Yema lateral 20.71 

Variedad 2 + Yema apical 8.91 

Variedad 2 + Yema lateral 8.26 

Nota. Densidad de Siembra (D), Tipo de Explante (E), Variedad de arándano (V).  

 El efecto de la interacción de los tres factores de estudio en la micropropagación de arándano 

con SIT’s-RITA se observa en la Figura 13. El tratamiento T1.4 (Variedad 1, 15 explantes, yemas apicales) 

desarrollo mayor longitud de brote con 22.07 mm. El tratamiento T2.6 (Variedad 2, 25 explantes, yemas 

laterales) mostró menor longitud de brote con 6.79 mm.  
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Figura 13.  

Efecto de la densidad de siembra, tipo de explante y variedad de Vaccinium corymbosum Linnaeus en 

longitud de brote con SIT’s-RITA. 

 

Nota. En la figura se puede observar la influencia de los tres factores de estudio en la longitud de brotes 

micropropagados con SIT’s-RITA. Los tratamientos para la V1: T1.1 (5 explantes, yemas apicales), T1.2 (5 

explantes, yemas laterales), T1.3 (15 explantes, yemas apicales), T1.4 (15 explantes, yemas laterales), T1.5 

(25 explantes, yemas apicales), T1.6 (5 explantes, yemas apicales). Los tratamientos para la V2: T2.1 (5 

explantes, yemas apicales), T2.2 (5 explantes, yemas laterales), T2.3 (15 explantes, yemas apicales), T2.4 (15 

explantes, yemas laterales), T2.5 (25 explantes, yemas apicales), T2.6 (5 explantes, yemas apicales). 

 

En la Figura 14, se muestra la influencia del cultivo en SIT’s-RITA de Vaccinium corymbosum 

Linnaeus en la longitud de brotes. Se puede evidenciar que la longitud de brote es homogénea entre los 

tratamientos, por lo que no hubo diferencias significativas. 
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Figura 14.  

Influencia de los Sistemas de Inmersión Temporal en la longitud de brotes en dos variedades de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 
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Nota.  En la figura se evidencia el efecto del cultivo en SIT’s-RITA de Vaccinium corymbosum Linnaeus en la longitud de brotes de obtenidos a los 

40 días.  
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Porcentaje de Brotes Viables  

 Los datos de esta variable se ajustaron a la normalidad aplicando la transformación de datos 

arcoseno (%). En la micropropagación de arándano en SIT’s-RITA, el porcentaje de brotes viables mostró 

diferencias significativas para los niveles del factor variedad de arándano y, la interacción de los factores 

densidad de siembra y variedad de arándano (Tabla 13 del ANOVA).  

Tabla 13.  

ANOVA para el porcentaje de brotes viables en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus 

con SIT’s-RITA. 

Fuente de Variación 
Grados de 

Libertad 

Error 

cuadrático 

medio 

Valor F Pr (>F) 

Total 47    

Tratamientos 11    

Densidad de Siembra (D) 2 22.30 0.26 0.78ns 

Tipo de Explante (E) 1 274.00 3.14 0.09 ns 

Variedad de Arándano (V) 1 1797.20 20.59 6.12E-05* 

DxE 2 239.90 2.75 0.07 ns 

DxV 2 508.60 5.83 6.43E-03* 

ExV 1 80.30 0.92 0.34 ns 

DxExV 2 38.60 0.44 0.65 ns 

Promedio 36    

Coeficiente de Multiplicación 11.75 

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo. 

 La prueba de significancia y comparación de medias para el porcentaje de brotes viables en la 

micropropagación de arándano con SIT’s-RITA se muestra en la Tabla 14. El factor de estudio variedad 

mostró diferencias significativas en sus niveles, encontrándose cada nivel en un solo rango. V1 presentó 

el mayor porcentaje de brotes viables con 85.64% en el rango a, mientras que, V2 evidenció el menor 

porcentaje de brotes viables con 73.40% en el rango b. Los factores densidad de siembra y tipo de 

explante no mostraron diferencias significativas en sus niveles.  



64 

 
 

 Tabla 14.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias para la proliferación de brotes viables en la 

micropropagación de arándano con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 

Brotes 

viables  

(%) 

Brotes 

viables (1)  

(%) 

Densidad (D) 

D1= 5 explantes 94.79 78.68 

D2= 15 explantes 97.54 80.87 

D3= 25 explantes 96.25 79.02 

Tipo de Explante (E) 
E1= yema apical 96.99 81.90 

E2= yema lateral 95.40 77.10 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 98.48 85.64 a 

V2 = Variedad 2 93.90 73.40 b 

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. (1) Datos 

transformados con arcoseno (%). 

La interacción densidad de siembra y tipo de explante no evidenció diferencias significativas. La 

D2 y E1 (15 explantes, yemas apicales) mostró el mayor porcentaje de brotes viables con 87.13%. 

Mientras que D2 y E2 (15 explantes, yemas laterales) presentó el menor porcentaje de brotes viables con 

74.61% (Tabla 15). 

 La interacción variedad y densidad de siembra no mostró diferencias significativas. Los 

tratamientos V1 con D1 (5 explantes) y D3 (25 explantes) presentaron los mayores valores matemáticos 

de porcentaje de brotes viables con 90.00% y 85.92%, respectivamente y se encuentra en el primer 

rango. Por otro lado, los tratamientos V2 con D1 (5 explantes) mostró el menor valor matemático de 

porcentaje de brotes viables con 67.35% y se encuentra en el último rango (Tabla 15). 

 La interacción variedad y tipo de explante no evidencia significancia estadística, sin embargo, los 

tratamientos V1 y E1 (yemas apicales) presentaron el mayor valor matemático de porcentaje de brotes 
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viables con 89.32%. Mientras que, los tratamientos V2 y E2 (yemas laterales) mostraron el menor valor 

matemático de porcentaje de brotes viables con 72.31% (Tabla 15). 

Tabla 15.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias, interacción de factores, la proliferación de brotes 

viables en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 
Brotes viables  

(%) 

Brotes viables (1)  

(%) 

DxE 

5 explantes + yema apical 93.47 77.19  

5 explantes + yema lateral 96.11 80.16  

15 explantes + yema apical 99.57 87.13  

15 explantes + yema lateral 95.51 74.61  

25 explantes + yema apical 97.94 81.41  

25 explantes + yema lateral 94.57 76.62  

VxD 

Variedad 1 + 5 explantes 100.0 90.00  

Variedad 1 + 15 explantes 96.71 81.00  

Variedad 1 + 25 explantes 98.74 85.92  

Variedad 2 + 5 explantes 89.58 67.35  

Variedad 2 + 15 explantes 98.36 80.74  

Variedad 2 + 25 explantes 93.77 72.11  

VxE 

Variedad 1 +Yema apical 99.94 89.32  

Variedad 1 +Yema lateral 97.02 81.96  

Variedad 2 + Yema apical 94.04 74.50  

Variedad 2 + Yema lateral 93.77 72.31  

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. (1) Datos 

transformados con la función arcoseno. Densidad de Siembra (D), Tipo de Explante (E), Variedad de 

arándano (V).  

En la Figura 15, se muestra la influencia de los SIT’s-RITA en la micropropagación de Vaccinium 

corymbosum Linnaeus tras 40 días de cultivo. La interacción de los factores variedad, densidad de 

siembra y tipo de explante mostró que los tratamientos T1.1, T1.2, T1.3 presentaron altos porcentajes de 
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brotes viables con 90%, respectivamente. Mientras que, el menor porcentaje de brotes viables se 

obtuvo con el tratamiento T2.1 con 64.38%.  

Figura 15.  

Efecto de la densidad de siembra, tipo de explante y variedad de Vaccinium corymbosum Linnaeus en el 

porcentaje de brotes viables con SIT’s-RITA 

 

Nota. En la figura se puede observar el efecto de los tres factores de estudio en el porcentaje de brotes 

viables desarrollados en SIT’s. Los tratamientos para la V1: T1.1 (5 explantes, yemas apicales), T1.2 (5 

explantes, yemas laterales), T1.3 (15 explantes, yemas apicales), T1.4 (15 explantes, yemas laterales), T1.5 

(25 explantes, yemas apicales), T1.6 (5 explantes, yemas apicales). Los tratamientos para la V2: T2.1 (5 

explantes, yemas apicales), T2.2 (5 explantes, yemas laterales), T2.3 (15 explantes, yemas apicales), T2.4 (15 

explantes, yemas laterales), T2.5 (25 explantes, yemas apicales), T2.6 (5 explantes, yemas apicales). 

  

En la Figura 16, se muestran los explantes cultivados por 40 días en SIT’s-RITA, correspondientes 

a cada tratamiento.  
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Figura 16.  

Influencia de los Sistemas de Inmersión Temporal en el porcentaje de brotes de Vaccinium corymbosum Linnaeus 
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Nota.  En la figura se evidencia el efecto de los SIT’s en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con el porcentaje de brotes 

viables obtenidos a los 40 días de cultivo. 
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Porcentaje de Oxidación  

Para esta variable los datos se ajustaron a la normalidad con la transformación arcoseno (%). En 

la micropropagación de arándano en SIT’s-RITA, el porcentaje de oxidación mostró diferencias 

significativas para los niveles de los factores densidad de siembra, tipo de explante y variedad de 

arándano. Las interacciones densidad de siembra y tipo de explante, y, densidad de siembra y variedad 

de arándano también presentaron diferencias significativas (Tabla 16 del ANOVA).  

Tabla 16.  

ANOVA para el porcentaje de oxidación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con 

SIT’s-RITA. 

Fuente de Variación Grados de Libertad 

Error 

cuadrático 

medio 

Valor F Pr (>F) 

Total 47    

Tratamientos 11    

Densidad de Siembra (D) 2 2.69 4.59 0.02* 

Tipo de Explante (E) 1 4.58 7.81 8.28E-03* 

Variedad de Arándano (V) 1 3.38 5.77 2.16E-02* 

DxE 2 2.38 4.06 0.03* 

DxV 2 4.06 6.93 2.85E-03* 

ExV 1 0.00 0.00 0.98ns 

DxExV 2 1.39 2.36 0.11ns 

Error 36    

Coeficiente de Variación 133.92 

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo. 

 

 La prueba de significancia y comparación de medias para el porcentaje de oxidación en la 

micropropagación de arándano se muestra en la Tabla 17. Para esta variable, se encontró que la 

densidad D1 (5 explantes) presentó el menor porcentaje de oxidación con 0.13%. Mientras que, la con D3 

(25 explantes) mostró el mayor porcentaje de oxidación con 0.94%.  
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 El factor tipo de explante evidenció significancia en sus niveles. Los tratamientos con yemas 

apicales (E1) presentaron el menor porcentaje de oxidación con 0.26% en el rango a. Mientras que, los 

tratamientos con yemas laterales (E2) mostraron el mayor porcentaje de oxidación con 0.88% en el 

rango b.  

 Los niveles del factor variedad evidenciaron diferencias significativas. V1 presentó el menor 

porcentaje de oxidación con 0.31% en el rango a. Mientras que, V2 mostró el mayor porcentaje de 

oxidación con 0.84% en el rango b.  

Tabla 17.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias para el porcentaje de oxidación en la 

micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 

Porcentaje 

de 

Oxidación 

(%) 

Porcentaje 

de 

Oxidación 

(%) (1) 

Densidad (D) 

D1= 5 explantes 0.22 0.13 a 

D2= 15 explantes 1.14 0.65 ab 

D3= 25 explantes 1.63 0.94 b 

Tipo de Explante (E) 
E1= yema apical 0.45 0.26 a 

E2= yema lateral 1.54 0.88 b 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 0.53 0.31 a 

V2 = Variedad 2 1.46 0.84 b 

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas.  (1) Datos 

transformados con la función arcoseno. 

 En la interacción densidad de siembra y tipo de explante, la D3 (25 explantes) y E2 (yemas 

laterales) mostraron un alto porcentaje de oxidación con 1.39%. Mientras que, D1 (5 explantes) y E2 

yemas laterales) no presentaron oxidación (Tabla 18).  
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En la interacción densidad de siembra y variedad de arándano, los tratamientos V1 y D1 (5 

explantes) no mostraron oxidación. Mientras que, los tratamientos V2 y D3 (25 explantes) presentaron el 

mayor porcentaje de oxidación con 1.76% (Tabla 18). 

En la interacción variedad de arándano y tipo de explante, V1 con E1 (yemas apicales) no 

mostraron oxidación. Mientras que, V2 con E2 (yemas laterales) presentaron el mayor porcentaje de 

oxidación con 1.15% (Tabla 18). 

Tabla 18.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias, interacción de factores, para el porcentaje de 

oxidación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 
Porcentaje de 

Oxidación (%) 

Porcentaje de 

Oxidación (%) (1) 

DxE 

5 explantes + yema apical 0.44 0.26 a 

5 explantes + yema lateral 0.00 0.00 a 

15 explantes + yema apical 0.09 0.049 a 

15 explantes + yema lateral 2.18 1.25 bc 

25 explantes + yema apical 0.84 0.48 ab 

25 explantes + yema lateral 2.42 1.39 c 

VxD 

Variedad 1 + 5 explantes 0.00 0.00 a 

Variedad 1 + 15 explantes 1.41 0.81 a 

Variedad 1 + 25 explantes 0.20 0.11 a 

Variedad 2 + 5 explantes 0.45 0.26 a 

 Variedad 2 + 15 explantes 0.86 0.49 a 

 Variedad 2 + 25 explantes 3.07 1.76 b 

VxE 

Variedad 1 +Yema apical 0.00 0.00 

Variedad 1 +Yema lateral 1.07 0.61  

Variedad 2 + Yema apical 0.92 0.53  

Variedad 2 + Yema lateral 2.00 1.15  

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. (1) Datos 

transformados con la función arcoseno. Densidad de Siembra (D), Tipo de Explante (E), Variedad de 

arándano (V).  
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En la Figura 17, se observa la influencia de la interacción de los tres factores de estudio en la 

micropropagación de dos variedades de arándano con SIT’s-RITA. El tratamiento T2.6 mostró el mayor 

porcentaje de oxidación con 2.55%. En los tratamientos T1.1, T1.2, T1.3, T1.5, T1.6 no hay significancia 

estadística y presentan los porcentajes de oxidación más bajos.  

Figura 17.  

Efecto de la densidad de siembra, tipo de explante y variedad de Vaccinium corymbosum Linnaeus en el 

porcentaje de brotes viables con SIT’s-RITA. 

 
Nota. En la figura se puede observar la presencia de oxidación en los brotes cultivados en SIT’s-RITA tras 

40 días de su siembra. Los tratamientos para la V1: T1.1 (5 explantes, yemas apicales), T1.2 (5 explantes, 

yemas laterales), T1.3 (15 explantes, yemas apicales), T1.4 (15 explantes, yemas laterales), T1.5 (25 

explantes, yemas apicales), T1.6 (5 explantes, yemas apicales). Los tratamientos para la V2: T2.1 (5 

explantes, yemas apicales), T2.2 (5 explantes, yemas laterales), T2.3 (15 explantes, yemas apicales), T2.4  (15 

explantes, yemas laterales), T2.5 (25 explantes, yemas apicales), T2.6 (5 explantes, yemas apicales). 
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En la Figura 18 se puede observar explantes con síntomas de oxidación en el tallo u hojas. 

Donde, en la sección A corresponde a un explante proveniente del tratamiento T2.4 el cual posee tejido 

ennegrecido a lo largo de su tallo. En sección B se visualiza dos explantes oxidados y con formación de 

callo, correspondientes al tratamiento T1.4. En la sección C se puede observar hojas oxidadas 

pertenecientes al tratamiento T2.1. 

Figura 18.  

Influencia de los Sistemas de Inmersión Temporal en la oxidación de explantes en la micropropagación 

de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 

 
A 

 
B 

 
C 

 

Nota. Las flechas se direccionan a las zonas del explante con oxidación del tejido. 

 En la Figura 19, se puede observar que para el tratamiento T2.6, a los 40 días de cultivo, donde se 

evidenció alta tasa de defoliación de los expantes en comparación con los tratamientos para el 

tratamiento T1.6. 
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Figura 19.  

Micropropagación de dos variedades de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 

Variedad 1 Variedad 2 

 
A 

 
B 

 

Nota. Comparación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus, en SIT’s tras 40 

días de cultivo. (A)  Cero defoliaciones en tratamiento con 25 explantes para V1. (B) Alta defoliación en 

tratamiento con 25 explantes para V2.  

 

Porcentaje de Hiperhidratación 

 Para esta variable los datos se ajustaron a la normalidad con la transformación arcoseno (%). En 

la micropropagación de arándano en SIT´s-RITA, el porcentaje de hiperhidratación mostró diferencias 

significativas en los niveles de los factores densidad de siembra y variedad de arándano, y, en la 

interacción de ambos factores (Tabla 19 del ANOVA). 
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Tabla 19.  

ANOVA para el porcentaje de hiperhidratación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum 

Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Fuente de Variación 
Grados de 

Libertad 

Error 

cuadrático 

medio 

Valor F Pr (>F) 

Total 47    

Tratamientos 11    

Densidad de Siembra (D) 2 14.81 3.28 0.05* 

Tipo de Explante (E) 1 1.60 0.35 0.55ns 

Variedad de Arándano (V) 1 41.88 9.26 4.35E-03* 

DxE 2 1.24 0.27 0.76ns 

DxV 2 27.80 6.15 5.04E-03* 

ExV 1 0.73 0.16 0.69ns 

DxExV 2 1.36 0.36 0.70ns 

Promedio 36    

Coeficiente de Variación 170.21 

Nota. (ns): No significativo, (*) Significativo. 

  

La prueba de significancia y comparación de medias para el porcentaje de hiperhidratación en la 

micropropagación de arándano con SIT’s-RITA se muestra en la Tabla 20. El factor tipo de explante no 

presentó diferencias significativas en sus niveles al igual que la interacción densidad de siembra y tipo 

de explante. 

 Las densidades de siembra D2 (15 explantes) y D3 (25 explantes) presentaron el menor 

porcentaje de hiperhidratación con 0.73% y 0.76%, respectivamente y se ubican en el mismo rango. 

Mientras que, la densidad de siembra D1 mostró el mayor porcentaje de hiperhidratación con 2.36% y se 

ubica en el rango inferior (Tabla 20). 
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Las variedades de arándano fueron significativamente diferentes en sus niveles.  V1 presentó el 

menor porcentaje de hiperhidratación con 0.32% en el rango a. Mientras que, V2 evidenció el mayor 

porcentaje de hiperhidratación con 2.18% en el rango b (Tabla 20). 

Tabla 20.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias para el porcentaje de hiperhidratación en la 

micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 

Porcentaje de 

Hiperhidratación 

(%) 

Porcentaje de 

Hiperhidratación 

(%) (1) 

Densidad (D) 

D1= 5 explantes 4.09 2.36 b 

D2= 15 explantes 1.32 0.63 a 

D3= 25 explantes 1.10 0.76 a 

Tipo de Explante (E) 
E1= yema apical 1.85 1.07 

E2= yema lateral 2.49 1.43 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 3.79 0.32 a 

V2 = Variedad 2 0.55 2.18 b 

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. (1) Datos 

transformados con la función arcoseno.  

En la interacción variedad de arándano y densidad de siembra, los tratamientos V2 y D1 (5 

explantes) presentaron el mayor porcentaje de hiperhidratación con 4.72%. Mientras que, los 

tratamientos V1 y D1 (5 explantes) no mostraron signos de hiperhidratación (Tabla 21). 

En la interacción variedad de arándano y tipo de explante, los tratamientos V1 y E1 (yemas 

apicales) presentaron el menor porcentaje de hiperhidratación con 0.01%. Mientras que, los 

tratamientos V2 y E2 (yemas laterales) mostraron el mayor porcentaje de hiperhidratación con 2.24%.   
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Tabla 21.  

Prueba de Significancia y Comparación de Medias, interacción de factores, para el porcentaje de 

hiperhidratación en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus con SIT’s-RITA. 

Factores Descripción 

Porcentaje de 

Hiperhidratación 

(%) 

Porcentaje de 

Hiperhidratación 

(%) (1) 

DxE 

5 explantes + yema apical 4.29 2.48 

5 explantes + yema lateral 3.89 2.24 

15 explantes + yema apical 0.35 0.2 

15 explantes + yema lateral 1.85 1.06 

25 explantes + yema apical 0.91 0.52 

25 explantes + yema lateral 1.74 0.99 

VxD 

Variedad 1 + 5 explantes 0.00 0.00 a 

Variedad 1 + 15 explantes 1.53 0.87 a 

Variedad 1 + 25 explantes 0.12 0.07 a 

Variedad 2 + 5 explantes 8.19 4.72 b 

Variedad 2 + 15 explantes 0.67 0.39 a 

Variedad 2 + 25 explantes 2.53 1.45 a 

VxE 

Variedad 1 +Yema apical 0.01 0.01  

Variedad 1 +Yema lateral 1.08 0.62  

Variedad 2 + Yema apical 3.69 2.12  

Variedad 2 + Yema lateral 3.90 2.24  

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. (1) Datos 

transformados con la función arcoseno. Densidad de Siembra (D), Tipo de Explante (E), Variedad de 

arándano (V).  

En la Figura 20, se muestra la influencia de los tres factores del estudio en la micropropagación 

de arándano en SIT’s-RITA. Los tratamientos T2.1 y T2.2 presentaron mayor porcentaje de hiperhidratación 

con 4.95% y 4.48%, respectivamente. Mientras que, los tratamientos T1.1, T1.2 y T1.3 no mostraron 

hiperhidratación.  
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Figura 20.  

Efecto de la densidad de siembra, tipo de explante y variedad de arándano en el porcentaje de 

hiperhidratación en la micropropagación con SIT’s-RITA 

 

Nota. En la figura se puede observar la presencia de oxidación en los brotes cultivados en SIT’s-RITA tras 

40 días de su siembra. Los tratamientos para la V1: T1.1 (5 explantes, yemas apicales), T1.2 (5 explantes, 

yemas laterales), T1.3 (15 explantes, yemas apicales), T1.4 (15 explantes, yemas laterales), T1.5 (25 

explantes, yemas apicales), T1.6 (5 explantes, yemas apicales). Los tratamientos para la V2: T2.1 (5 

explantes, yemas apicales), T2.2 (5 explantes, yemas laterales), T2.3 (15 explantes, yemas apicales), T2.4 (15 

explantes, yemas laterales), T2.5 (25 explantes, yemas apicales), T2.6 (5 explantes, yemas apicales). 

 

 En la Figura 21 se muestra material vegetal hiperhidratado en la micropropagación de arándano 

con SIT’s-RITA a 40 días de cultivo. En la sección A y B, se puede observar una yema apical y brote axilar 

con síntomas de hiperhidratación.  



78 

 
 

Figura 21.  

Brotes hiperhidratados encontrados en la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en 

SIT’s-RITA. 

 
A 

 
B 

Nota. Explantes hiperhidratados a los 40 días de cultivo en SIT’s-RITA. (A) Yema apical hiperhidratada. 

(B) Brote axilar hiperhidratado.  

 Una vez detallados todos los resultados obtenidos en la micropropagación de arándano en SIT’s-

RITA se menciona el tratamiento con mejor respuesta frente a la tecnología de cada variedad. Para la 

variedad V1, el tratamiento T1.3 (15 explantes, yemas apicales) mostró mayor coeficiente de 

multiplicación, brotes con longitud superior a los 19 mm, 90% de brotes viables, sin evidencia de 

oxidación ni hiperhidratación. Mientras que, para la variedad V2, el tratamiento T2.4 mostró altas tasas 

de proliferación (3.88 brotes/explante), longitud promedio de 10.61 mm, 77.23% de brotes viables, 

0.89% de oxidación y 0.37% de hiperdratación.  

Fase 2: Micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus en el Sistema Convencional  

 Como segunda etapa, se evaluó el protocolo estandarizado de la multiplicación del género 

Vaccinium establecido por INIAP para las dos variedades de arándano en medio semisólido. Para 

posteriormente contrastar con los mejores tratamientos en SIT’s-RITA. Se evaluaron las mimas variables 

de respuesta en la etapa anterior. 
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 En el sistema convencional la variable porcentaje de brotes viables fue del 100%. Además, no se 

mostraron anomalías morfológicas de oxidación e hiperhidratación. Por lo que no se realizó análisis 

estadístico de estas tres variables. 

Coeficiente de Multiplicación  

 Los datos de esta variable siguieron una distribución normal. Los niveles de los factores tipo de 

sistema de micropropagación y variedad de arándano, y, la interacción de ambos, mostraron diferencias 

significativas (Tabla 22 del ANOVA).  

Tabla 22.  

Análisis de varianza para el coeficiente de multiplicación in vitro de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 

Fuente de Variación 
Grados de 
Libertad 

Error 
cuadrático 

medio 
Valor F Pr (>F) 

Total 15    

Tratamientos 3    

Tipo de Sistema de Micropropagación 1 40.64 17.79 0.00119* 

Variedad de Arándano 1 35.5 15.54 0.00196* 

SxV 1 13.75 6.019 0.0304* 

Error 12    

Coeficiente de Variación 32.12 

Nota: (*): significativo 

  

La prueba de significancia y comparación de medias para el coeficiente de multiplicación en la 

micropropagación de arándano en ambos sistemas se muestra en la Tabla 23. El sistema SIT’s-RITA 

mostró el mayor coeficiente de multiplicación con 6.30 brotes/explante en el rango a. Mientras que, el 

sistema convencional presentó un coeficiente de multiplicación de 3.11 brotes/explante en el rango b.  
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En el factor variedad de arándano, V1 presentó el mayor coeficiente de multiplicación con 6.20 

brotes/explantes con el rango a. Mientras que, V2 evidenció un coeficiente multiplicación menor con 

3.21 brotes/explante con el rango b (Tabla 23).  

En la interacción del tipo de sistema de micropropagación y variedad de arándano, el 

tratamiento TS.1 (SIT’s-RITA, V1) mostró un mayor coeficiente de multiplicación con 8.71 brotes/explante 

con el rango a. Mientras que, V2 en SIT’s-RITA presentó el menor coeficiente de multiplicación con 3.88 

brotes/explante con el rango b. De igual manera, los tratamientos en el sistema convencional 

presentaron un menor coeficiente de multiplicación con 3.68 brotes/explante para V1 y 2.55 

brotes/explante para V2, ambas en el rango b (Tabla 23). 

Tabla 23.  

Prueba de significancia y medias para la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus.  

Factores Descripción 

Coeficiente de 

Multiplicación 

(brotes/explantes) 

Sistema de 

Micropropagación (S) 

S1= SIT's 6.30 a 

S2= Convencional 3.11 b 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 6.20 a 

V2 = Variedad 2 3.21 b 

S x V 

TS.1 = SIT's + Variedad 1 8.71 a 

TS.2 = SIT's + Variedad 2 3.88 b 

TS.3 = Convencional + Variedad 1 3.68 b 

TS.4 = Convencional + Variedad 2 2.55 b 

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. 

 En la Figura 22, se observa la micropropagación de arándano en SIT’s-RITA y convencional. La 

variedad V1 en SIT’s-RITA mostró un coeficiente de multiplicación superior (8.71 brotes/explante) a V1 en 

sistema convencional (3.68 brotes/explante). Mientras que, el coeficiente de multiplicación de V2 en 

SIT’s-RITA no difirió con V2 en sistema convencional.  
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Figura 22. 

Coeficiente de Multiplicación en la micropropagación Vaccinium corymbosum Linnaeus en el dos 

sistemas de micropropagación. 

 

Nota.  En la figura se puede observar la proliferación de brotes en ambos sistemas de micropropagación 

de Vaccinium corymbosum Linnaeus. Los tratamientos para la V1: TS.1 (SIT’s) y TS.3 (convencional). Para 

V2: TS.2 (SIT’s) y TS.4 (Convencional). 

 En la Figura 23 se puede observar la proliferación de brotes para ambos sistemas. Se evidencia 

la diferencia en la proliferación de brotes entre los dos tipos de sistema de micropropagación de 

Vaccinium corymbosum Linnaeus. 
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Figura 23.  

Coeficiente de Multiplicación para las dos variedades de Vaccinium corymbosum Linnaeus. 

Sistema Convencional SIT’s - RITA 

Variedad 1 Variedad 2  Variedad 1  Variedad 2 

 
A 

 
B 

 
C 

 
D 

Nota. En la figura se observa el desarrollo de brotes en la micropropagación de Vaccinium corymbosum 

Linnaeus por dos sistemas diferentes de propagación.  

Longitud de Brote  

 Para esta variable los datos siguieron una distribución normal. Se evidenció que existen 

diferencias significativas para el tipo de sistema de micropropagación y variedad de arándano. Sin 

embargo, su interacción no presentó diferencias significativas (Tabla 24 del ANOVA).  

Tabla 24.  

Análisis de varianza para el coeficiente de multiplicación in vitro de Vaccinium corymbosum Linnaeus  

Fuente de Variación 
Grados de 

Libertad 

Error cuadrático 

medio 
Valor F Pr (>F) 

Total 15    

Tratamientos 3    

Sistema de Propagación 1 677.6 32.12 0.000104* 

Variedad de Arándano 1 273.8 12.98 0.00363* 

SxV 1 1.7 0.082 0.779ns 

Error 12    

Coeficiente de Variación 21.27 

Nota. (ns): No significativo (*): significativo 
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El análisis de significancia y comparación de medias para la longitud de brote se muestra en la 

Tabla 25. La micropropagación de arándano en medio de cultivo semisólido mostró una longitud de 

brote mayor con 28.09 mm en el rango a. Mientras que, en SIT’s-RITA se obtuvo la menor longitud de 

brote con 15.08 mm en el rango b. 

En el factor variedad de arándano, V1 alcanzó longitudes de brotes superiores a 25 mm. 

Mientras que, V2 no superó los 18 mm de largo. En la interacción de ambos factores se mostró que el 

tratamiento TC.1 presentó una mayor longitud de brote con 31.9 mm. Para el tratamiento TS.2 se 

evidenció longitud de brote menores con 10.61 mm.  

Tabla 25.  

Prueba de significancia y medias para la longitud de brote en la micropropagación Vaccinium 

corymbosum Linnaeus  

Factores Descripción 
Longitud 
de Brotes 

(mm) 

Tipo de Sistema de 
micropropagación (S) 

S1= SIT's 15.08 b 

S2= Convencional 28.09 a 

Variedad (V) 
V1 = Variedad 1 25.72 a 

V2 = Variedad 2 17.45 b 

S x V 

TS.1 = SIT's + Variedad 1 19.54  

TS.2 = SIT's + Variedad 2 10.61  

TC.1 = Convencional + Variedad 1 31.90  

TC.2 = Convencional + Variedad 2 24.29  

Nota. Los datos con letras diferencias expresan estadísticamente diferencias significativas. 

En la Figura 24 se puede observar la influencia de la micropropagación de Vaccinium 

corymbosum Linnaeus en dos sistemas de producción de vitro plantas. Donde se evidenció que los 

tratamientos en el sistema convencional alcanzaron mayores longitudes de brotes con 31.90 mm para 

V1 y 24.29 mm para V2, a pesar de que no hubo diferencias estadísticas.  
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Figura 24.  

Longitud de Brote para la micropropagación de Vaccinium corymbosum Linnaeus 

 

Nota.  En la figura se puede observar la longitud de brotes en ambos sistemas de micropropagación de 

Vaccinium corymbosum Linnaeus. Los tratamientos para la V1: TS.1 (SIT’s-RITA) y TS.3 (convencional). Para 

V2: TS.2 (SIT’s) y TS.4 (Convencional). 

 En la Figura 25, se puede visualizar la longitud de brotes para las dos variedades de arándano 

establecidas en SIT’s-RITA y en sistema convencional.  
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Figura 25.  

Longitud de Brotes de dos variedades de Vaccinium corymbosum Linnaeus  

 

 Sistema Convencional SIT´s – RITA 
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Nota. En la figura se observa la longitud de brotes en la micropropagación de Vaccinium corymbosum 

Linnaeus por dos sistemas diferentes.  
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Capítulo V: Discusión 

Una vez descritas las diferentes respuestas de las dos variedades de arándano frente al uso de 

sistemas de inmersión temporal para la micropropagación, en este capítulo se discutirá las causas de los 

resultados obtenidos con base en los dos factores que se estudiaron y su interacción.  

Uno de los parámetros físicos que influyen en la optimización de la micropropagación vegetal en 

SIT’s es la densidad de siembra o inóculo inicial  (Yang et al., 2010). Los tratamientos con la densidad D2 

(15 explantes) mostraron brotes más largos con (15.81 mm). Esto se contrasta con el estudio de Ross & 

Castillo (2009), quienes a la misma densidad de siembra bajo el sistema RITA® logran longitudes de 

brotes de 6.05 mm en la micropropagación de la variedad de arándano “Georgina Gem”. Por otro lado, 

Kunakhonnuruk (2018) menciona que el aumento en la densidad de siembra en los SIT’s conduce a la 

disminución de las tasas de crecimiento.  

Se podría pensar que al aumentar el inóculo se puede generar un incremento del coeficiente de 

multiplicación. Sin embargo, se pudo evidenciar que con la densidad de 25 explantes la tasa de 

proliferación de brotes disminuye en las dos variedades de arándano. Goyes & Rojas (2021) en su 

protocolo de propagación in vitro para Vaccinium corymbosum Linnaeus, con 20 explantes como 

densidad inicial en SIT’s, alcanzaron una tasa de multiplicación de 3.4 brotes/explante. Sin embargo, a 

diferencia de lo anterior, se obtuvo un mayor coeficiente (8.72 brotes/explante) con el inóculo de 15 

explantes. Williams (1995) sostiene que la interacción entre los tejidos vegetales y el medio de cultivo 

puede provocar cambios en el pH ya sea por la absorción o la exudación de sustancias. Esta liberación de 

exudados puede provocar la reducción del número de brotes debido al agotamiento y competencia de 

nutrientes (Aicha et al., 2014). Estas afirmaciones permiten entender el hecho de que los tratamientos 

con mayor inóculo de siembra hayan presentado menores coeficientes de multiplicación. 
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La oxidación del material vegetal fue un problema evidente en los tratamientos establecidos en 

la micropropagación de arándano bajo el sistema RITA®. Para las densidades de 15 y 25 explantes se 

evidenció un alto porcentaje de oxidación con 0.65% y 0.94%, respectivamente. Lyam et al. (2012) 

mencionan que en un cultivo in vitro denso, tanto la tasa de aireación como la circulación de oxígeno no 

es equitativo para todo el material vegetal, lo que tiende a oxidar al explante.  

En los tratamientos con la variedad V2 y 25 explantes se observó la defoliación excesiva dentro 

de los SIT´s-RITA (Figura 19). Una de las razones a este hallazgo puede ser el cizallamiento provocado 

por el impulsor y las burbujas que estallan dentro del RITA (Valdiani et al., 2019). Para lo cual Fowler 

(2000) menciona que las lesiones en el tejido vegetal libera en el medio de cultivo  enzimas oxidasas, 

como las tirosinasas, las cuales provocan el ennegrecimiento del tejido, seguido de la inhibición del 

crecimiento y tras ello la necrosis.  De manera que se puede decir que la variedad V2 es más sensible a 

este tipo de biorreactor, en comparación a V1.   

Durante el proceso de oxidación la intervención de radicales libres de superóxido, hidroxilo y 

peróxido de hidrógeno conocidas como especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) han 

demostrado causar estrés oxidativo dentro del cultivo de tejidos vegetales in vitro (Saher et al., 2004).  

El aumento de las ROS provoca la oxidación de las proteínas, ácidos grasos insaturados y ADN, lo que 

causa daño celular y finalmente la muerte (Mendonça et al., 2016). Vasconcelos et al. (2012)  mencionan 

que la alta concentración de las ROS y la actividad enzimática del sistema antioxidante han reflejado una 

relación entre el estrés oxidativo y la hiperhidratación.  Por lo tanto, estos argumentos permiten 

entender la relación entre porcentajes de ambas variables evaluadas después de los 40 días de cultivo 

en los SIT’s-RITA. El porcentaje de hiperhidratación para los tratamientos con el menor inóculo de 

siembra (5 explantes) con V2 llegó a ser el porcentaje más alto (4.72%). Rojas (2010) manifiesta que una 

excesiva disponibilidad de agua en el medio junto al aumento de humedad relativa altera el equilibrio 

hídrico dentro de la planta provocando consigo la hiperhidratación de los tejidos.    
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Los resultados de este estudio indican que la densidad de siembra con mejores resultados fue el 

de 15 explantes por frasco RITA®. Para V1, se observa un comportamiento ideal en SIT’s donde esta 

densidad presenta el mayor coeficiente de multiplicación (8.72 brotes/explantes) y longitud de brotes 

(19.54 mm) y, a su vez, el porcentaje de oxidación e hiperhidratación son bajos (0%). Sin embargo, es 

interesante notar que en V2, a pesar de que la longitud y proliferación de brotes es mayor con el inóculo 

inicial de 15 explantes, se evidencian altos porcentajes de oxidación e hiperhidratación. Como se 

mencionaba algunas posibles explicaciones para esto podría ser la existencia de un estrés oxidativo por 

la formación de un cultivo denso, donde intervienen escasas tasas de aireación y existencia de ROS.  

El tipo de explante, por otro lado, es un factor que influye potencialmente en la optimización de 

los SIT’s. En la micropropagación de arándano, el desarrollo de yemas axilares ha sido el mecanismo más 

aplicado y fiable (Debnath, 2007). Sin embargo, Akdemir et al. (2014) mencionó que para la utilidad de 

los  sistemas de inmersión es necesario optimizarlos tanto para la variedad vegetal como el tipo de 

explante dentro de una misma especie. En este proyecto, se pudo observar que para la variedad V1 los 

tratamientos con yemas apicales mostraron mejores resultados. Mientras que para la variedad V2, las 

yemas laterales mostraron mejor respuesta en los SIT’s-RITA.  

La producción de auxinas endógenas ha demostrado ser responsable de la dominancia apical, 

proceso donde el crecimiento del ápice de los brotes inhibe el desarrollo de las yemas axilares (Cline, 

1991; Dun et al., 2006). Un método para aumentar la ramificación de brotes es eliminar el ápice con el 

objetivo de disminuir este proceso (George & Hall, 2008; Xie et al., 2010). En la interacción de la 

variedad V2 con yemas laterales se observó mayor coeficiente de multiplicación (2.78 brotes/explantes), 

sin embargo, los brotes no fueron los más altos (8.26 mm). Estos resultados coinciden con los 

observados en el estudio de Debnath & Mcrae (2010) quienes señalan que la presencia de zeatina en el 

medio de cultivo aumentó el número de brotes por explate, no obstante su altura fue menor en la 

propagación de Vaccinium vitis-idea L. Además, Debnath & McRae (2001) encontraron que la tasa más 
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alta de regeneración de brotes, para sus dos cultivares de Vaccinium, se obtiene con segmentos nodales 

que con yemas apicales. 

Para el caso de V1, no se evidenció diferencias entre el tipo de explante para el coeficiente de 

multiplicación, sin embargo, se pudo observar un mayor desarrollo en la longitud del brote apical sin 

proliferación de brotes axilares. Este resultado puede explicarse por la dominancia apical causada por la 

concentración endógena de auxinas (Tanaka et al., 2006). A su vez, Dierck et al. (2016)  mencionan que 

las estrigolactonas también llegan a controlar la ramificación de los brotes por lo que se las ha 

considerado como mensajeros secundarios. De manera que la participación endógena de estas dos 

fitohormonas pudo ser la causa de la escasa proliferación de brotes axilares en los explantes con yemas 

apicales. 

Se puede evidenciar que las dos variedades de arándano tuvieron diferente desarrollo en los 

SIT’s. De manera que, en función de los resultados obtenidos en este estudio se reconoce que el factor 

del genotipo es influyente en la propagación in vitro. Debnath (2007) menciona que la respuesta in vitro 

entre genotipos de arándano highbush va a ser diferente tanto en la regeneración como el desarrollo de 

brotes. Los niveles endógenos de hormonas y la afinidad de receptores o su sensibilidad celular a los 

reguladores de crecimiento pueden variar entre las células de una misma planta.   

En el estudio realizado por Scalzo et al. (2016) los resultados obtenidos en la micropropagación 

de cinco variedades de arándano, se vinculan estrictamente con factores como el genotipo y medio de 

cultivo, siendo la variedad Blue Bayou (Vaccinium corymbosum híbrido) la que presentó mayores 

indicadores de proliferación de plantas (longitud de brote, número de nudos y brotes por planta 

individual). A su vez Litwińczuk (2012) recomienda la optimización de las condiciones de cultivo por 

genotipo de forma separada, debido a la variación de los cultivares de Vaccinium spp. en respuesta a 

concentraciones de fitohormonas y sales. En el estudio de Debnath (2017) ha evaluado siete genotipos 
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de arándanos bajo dos sistemas de biorreactores, afirmando que la proliferación de brotes dentro de 

estos sistemas depende del genotipo, puesto que sólo dos genotipos (“S3” y “S5”) alcanzaron 30 

brotes/explante, siendo superiores al resto. 

Como se detalló anteriormente, en la etapa de micropropagación de las dos variedades de 

arándano bajo los SIT’s se evidenció que para V1 y V2 la mayor proliferación de brotes viables se 

obtuvieron con la densidad inicial de 15 explantes. Mientras que, el desarrollo de brotes a partir de 

yemas apicales fue superior en V1, a diferencia de V2 donde las yemas laterales ejercen un efecto 

positivo en la proliferación de brotes.  

A continuación, se discutirá la relación entre los sistemas convencionales con los SIT’s-RITA. 

A pesar de que en la micropropagación de varios cultivos de tejido vegetal es común el uso de 

medios gelificados, para alcanzar una actividad comercial se debe recurrir de tecnologías que 

automaticen esta etapa. El medio líquido presenta varias ventajas, una de ellas es el aumento de 

superficie de absorción de nutrientes, mientras que, en el método convencional existe la difusión de 

nutrientes por un solo punto de contacto entre el explante y el medio de cultivo (Castillo et al., 2019). 

Debnath & Arigundam (2020) mencionan que en los biorreactores el tejido esta siempre en contacto 

con el medio de cultivo permitiendo el desarrollo uniforme de los brotes y estimulando el rápido 

crecimiento. El efecto positivo del uso de biorreactores en la micropropagación de ambas variedades de 

arándano llega a ser evidente en el presente proyecto. Donde V1 alcanzó 8.72 brotes/explante, el cual 

supera en un 60% con 20 días de diferencia al sistema convencional. Para el caso de V2, el uso de este 

sistema automatizado originó una tasa de proliferación de 3.88 brotes/explante, aumentando la tasa de 

proliferación en un 36% en contraste con los tratamientos en medio de cultivo semisólido. Estos 

resultados corroboran la idea de Watt (2012) quien afirma que en el uso de SIT’s se alcanza mayor 

proliferación de biomasa en menor tiempo de cultivo en comparación a las técnicas convencionales.  



91 

 
 

La alta tasa de multiplicación en SIT’s-RITA se debe a la ausencia de agar en el medio de cultivo, 

el mismo que puede contener impurezas inorgánicas que interfieren en la velocidad de difusión de 

nutrientes y por lo tanto limita la proliferación de la planta (Leifen et al., 1995). Esta es una de las 

razones por lo que los cultivos in vitro en medio semisólido tienden a requerir mayor tiempo de cultivo a 

comparación de los SIT’s-RITA. En el estudio de Debnath (2009), con un enfoque similar al presente 

proyecto, obtiene resultados para tres genotipos de Vaccinium, donde el número de brotes bajo el 

sistema de cultivo líquido fue tres veces mayor que con el medio gelificado. Otro reporte es el de 

Arencibia et al. (2013) quienes logran una mayor propagación de tres cultivares de arándano con los 

SIT’s en comparación con el sistema convencional. En la micropropagación de ambas variedades de 

arándano, en este proyecto, se evidenció que para la variedad V1 se logró aumentar el coeficiente de 

multiplicación en 57.79%, y para V2 se alcanzó un coeficiente de multiplicación 34.27% más que el 

sistema convencional.  

El cultivo líquido presenta ciertas limitaciones como el bajo contenido de oxígeno y la 

hiperhidratación de los brotes (Debnath & Arigundam, 2020). Las dos anomalías fueron presentes 

dentro de los sistemas de inmersión, los mismos que no se reflejaron con el sistema convencional. Uno 

de los parámetros que se puede controlar, con el propósito de disminuir o incluso eliminar estos 

problemas morfológicos, es el ajuste de los tiempos de inmersión. Mordocco et al. (2009) menciona que 

los ciclos de inmersión deben ajustarse para cada genotipo y tejido debido a la alta variación de tiempos 

y frecuencias de inmersión. Watt (2012) menciona que la combinación entre tiempos de inmersión 

cortos junto con extensos tiempos de descanso permitiría solucionar el problema de hiperhidratación en 

los brotes.   

Los brotes de ambas variedades obtenidos por medio semisólido alcanzaron longitudes más 

altas en comparación a los SIT’s. Etienne & Berthouly (2002) señalan que los brotes obtenidos con los 

SIT’s fueron más largos que los obtenidos en medios semisólidos. Estas diferencias pueden explicarse en 
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parte por la falta de oxidación e hiperhidratación en los sistemas convencionales, los mismos que no 

interfieren con el desarrollo normal de los brotes. Por otro lado, Monja-Mio et al. (2021)  mencionan 

que para obtener protocolos reproducibles y eficientes es necesario estandarizar el tamaño de los 

envases. De manera, que el crecimiento de los brotes se verá obstaculizado por la disponibilidad de 

espacio.    
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Capítulo VI: Conclusiones y Recomendaciones 

Conclusiones  

 En este estudio se optimizó la micropropagación de las dos variedades comerciales de arándano 

utilizando los sistemas de inmersión temporal. El coeficiente de multiplicación, a los 40 días de cultivo, 

para V1 fue de 8.72 brotes/explante y V2 alcanzó 3.88 brotes/explante. Los cuales fueron superiores a las 

tasas de proliferación obtenidas en el sistema convencional con 3.68 brotes/explante y 2.55 

brotes/explante, respectivamente.  

 Para el factor densidad de siembra se evidenció diferencias significativas para densidad de 

siembra y variedad arándano con un valor P de 1.24E-05 y 2.31E-10, respectivamente. Donde la mayor 

proliferación de brotes se dio en los tratamientos con densidad de siembra de 15 explantes por frasco 

RITA® para ambas variedades de arándano.  

El factor con más influencia en la micropropagación fue la variedad de arándano, las cuales 

presentaron diferencias significativas, siendo la V1 la que presentó mayor vigorosidad y mejor desarrollo 

en comparación a V2.  

 En el factor, tipo de explante, no se evidenció diferencias significativas, sin embargo, para V1 los 

mejores resultados se obtuvieron con yemas apicales, mientras que para V2 con yemas laterales, de 

manera que no hay una influencia de este factor en la micropropagación en SIT’s-RITA.  

 En el proyecto, el tiempo de inmersión de un minuto con una frecuencia de 4 horas (seis 

inmersiones por día) originó altos porcentajes de oxidación e hiperhidratación entre las dos variedades 

de arándano, V2 presentó el porcentaje más alto con 2.83% de oxidación y 3.41% de hiperhidratación. 
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Recomendaciones 

 Con el mejor tratamiento obtenido tanto para V1 como V2, se recomienda evaluar la respuesta 

de estas vitro plantas con este tipo de sistemas en fase de adaptación para completar el estudio. 

Así mismo, se sugiere evaluar diferentes tiempos y frecuencias de inmersión, con el fin de 

disminuir los porcentajes de oxidación e hiperhidratación en los SIT’s-RITA para ambas variedades de 

arándano.  

En cuanto a la variedad V2 de arándano, se propone evaluar otros medios de cultivos para la fase 

de multiplicación que permitan aumentar las tasas de proliferación de brotes bajo condiciones óptimas.  

Investigaciones futuras pueden centrarse en la evaluación de otros factores físicos y químicos, 

como la luz o diferentes fitohormonas, para identificar la influencia de los mismo en la propagación de 

brotes de arándano con el propósito de optimizarlos.  

Se recomienda evaluar las variables de ambas tecnologías de micropropagación a un mismo 

tiempo de cultivo, que permitan evaluar la velocidad de crecimiento de las dos variedades de arándanos 

frente a diferentes condiciones de cultivo.   
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