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Resumen

La investigacion tuvo como objetivo el estudio de la reproduccion in vitro (Vaccinium
corymbosum |.) variedad. Biloxy, ardndano considerando distintos medios de cultivo
en la zona de Santo Domingo de los Tséachilas, esta investigacion fue realizada en el
laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas
“ESPE” ubicada en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, parroquia Luz
de América. Se aplico un estudio estadistico mediante ANOVA en DCA con arreglo
trifactorial (Factores: Hormonas, pH, Fotoperiodo) conformado por 32 tratamientos
con cinco repeticiones, con un total de 160 unidades experimentales. Para
demostrar la viabilidad de la investigacion se evaluaron variables como:
contaminacién, nimero de hojas, altura de brote (mm y color de brote, aplicando la
prueba de Tukey (p>0.05) para identificar diferencias significativas entre
tratamientos. Los mejores resultados evidenciados fueron los tratamientos que
presentaron concentracion de zeatina de 3 mg/, pH de 5 presentando en la variable
en la altura de brote de 16,20 milimetros de altura, con la variable de numero de
hojas se obtuvo una media de una hoja por brote, el factor de fotoperiodo 8 dias
oscuridad con mejor color de hojas (GY30).Observando que entre variables
presentaron correlaciones entre la altura del brote y numero de hojas, mencionando
gue entre mayor altura del brote existira mayor nimero de hojas. La contaminacion
de los medios de cultivos que se presenciaron en el ensayo estuvo presente hasta el
dia catorce con un 15% de contaminacion, con una media de 0,3 frascos
contaminados en la concentracion de 4,5 mg/L de zeatina durante todo el ensayo.
Palabras clave:

e ZEATINA

e [INVITRO

e PROPAGACION

e FOTOPERIODO
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Abstract

The research had as objective the study of in vitro reproduction (Vaccinium
corymbosum L.) variety. Biloxy, blueberry considering different culture media in the
area of Santo Domingo de los Tsé&chilas, this research was conducted in the plant
biotechnology laboratory of the University of the Armed Forces "ESPE" located in the
province of Santo Domingo de los Tsachilas, parish Luz de America. A statistical
study was applied by means of ANOVA in DCA with a trifactorial arrangement
(Factors: Hormones, pH, Photoperiod) conformed by 32 treatments with five
replications, with a total of 160 experimental units. To demonstrate the feasibility of
the research, the following variables were evaluated: contamination, number of
leaves, shoot height (mm) and shoot color, applying Tukey's test (p>0.05) to identify
significant differences between treatments. The best results evidenced were the
treatments that presented zeatin concentration of 3 mg/, pH of 5 presenting in the
variable of shoot height of 16.20 millimeters in height, with the variable of number of
leaves an average of one leaf per shoot was obtained, the photoperiod factor 8 days
dark with better color of leaves (GY30), observing that between variables presented
correlations between the height of the shoot and number of leaves, mentioning that
the greater the height of the shoot, the greater the number of leaves. The
contamination of the culture media that were present in the trial was present until day
fourteen with 15% contamination, with an average of 0.3 flasks contaminated in the

concentration of 4.5 mg/L of zeatin during the entire trial.

Key words:

- ZEATIN

- IN VITRO

- PROPAGATION

- PHOTOPERIOD
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Capitulo |

Introduccioén

El panorama a nivel mundial del cultivo de arandano sitia a Estados Unidos
y Canada como uno de los mayores productores de arandano en América del norte
con 223 millones de kilogramos, Chile cuenta con una produccion de 50 millones de
kilogramos, el cual representa el 90% de América del Sur, también se cultiva en

Argentina, Uruguay y Pera (Garcia & Garcia, 2013).

Al ser un cultivo recién introducido hace cinco afios en el Ecuador como lo
menciona Patricio Nacato quien fue el primer importador de plantas desde Estados
Unidos, pero en el pais hay desconocimiento sobre el manejo de este cultivo es
decir no hay suficientes técnicos que entiendan sobre el cultivo de arandanos ni del
tema de agronegocios para que las comunidades tengan una capacitacion sobre el
manejo y productividad del cultivo de arAndanos y puedan emprender con este tipo

de cultivo muy rentable (Gonzalez, 2018).

Por lo general el arandano se propaga mediante enraizamiento de estacas
pero este método de propagar tiene desventajas las cuales son el bajo porcentaje de
raices, menor desarrollo de ramas laterales de las plantas por consiguiente esto
tiene un efecto directo en la produccion de flores y racimos de fruta debido a que no
se forman las coronas Y la alta tasa de mortalidad de los esquejes, ademas se tiene
una variabilidad genética muy amplia en los cultivos teniendo problemas de
productividad y en los estados fitosanitarios del cultivo es por ese motivo que se

recurre a la micropropagacion (Miller, Rawnsley, & George, 2006).

Actualmente en el Ecuador el elevado costo de las plantas limita a los
agricultores obtenerlas ya que el precio de inversion por hectarea es muy elevado

estando en un promedio de cinco délares cada planta. Segun, (Caballero, 2015) se
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requiere una densidad de 6 000 plantas/hectarea. Pero el rendimiento econémico es

muy alto y la recuperacion del capital invertido se logra en el primer afio de cosecha.

La oportunidad de desarrollo de este cultivo inicia de que en paises donde se
tiene un clima de cuatro estaciones no pueden cultivar fruta todo el afio es decir en
los meses de septiembre y diciembre sus cosechas se terminan, la ventaja es que
en el Ecuador se puede cosechar fruta todo el afio constante mente (Gonzalez,

2018).

La finalidad de este proyecto de investigacion es la produccién de plantas
libre de enfermedades y que mantengan las caracteristicas de la planta madre, en
Santo Domingo no existe actualmente investigaciones referente a este cultivo por lo
gue se generaria un nuevo rubro econdémico incentivando a los agricultores a
producirlo de tal manera que el costo de las plantas sean accesible para los

productores.
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Objetivos

Objetivo General

> Estudiar la reproduccion in vitro del (Vaccinium corymbosum L.)
variedad Biloxy, ardndano considerando distintos medios de en la zona de Santo

Domingo de los Tsachilas.

Objetivos Especificos
> Evaluar cuatro concentraciones de hormonas en la reproduccion in
vitro del arandano.

> Evaluar el pH de los medios de cultivo en la multiplicacion in vitro del

arandano, bajo distintas concentraciones de citoquininas.

> Estudiar el comportamiento de las plantulas de arandano con distintos

fotoperiodos en reproduccion in vitro.



21

Hipoétesis

Hipotesis de la variable hormonal

> Ho: No existen diferencias en las cuatro concentraciones de
hormonas en la reproduccién in vitro del arandano.
> Ha: Si existen diferencias en las cuatro concentraciones de hormonas

en la reproduccion in vitro del ardndano.

Hipdtesis del pH del medio de cultivo

> Ho: El pH no influye en los medios de cultivo en la multiplicacion in
vitro del ardndano con distintas concentraciones de citoquininas
> Ha: El pH si influye en los medios de cultivo en la multiplicacién in

vitro del ardndano con distintas concentraciones de citoquininas

Hipotesis del tiempo de fotoperiodo

> Ho: La oscuridad no influye en la adaptacion de las plantulas de
arandano en la reproduccion in vitro
> Ha: La oscuridad si influye en la adaptacion de las plantulas de

arandano en la reproduccion in vitro
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Capitulo 1l

Revision de Literatura
Descripcién del Cultivo

Los ardndanos son de un grupo nativo de especies del hemisferio norte,
siendo Vaccnium corymbosum L. la variedad que mas se adapta a distintos pisos
climaticos y mayor valor comercial tiene, pertenece a la familia de las Ericaceae se
la cultiva porque sus frutos tienen un valor nutricional alto y son muy usados para la

elaboracion de subproductos como helados, mermeladas y vinos (Romero, 2016).

Es un cultivo que ha sido adaptado a diferentes latitudes que se extiende
desde el continente europeo y americano y con menor porcentaje en América del
Sur y Africa se adaptan a estas zonas ya que poseen climas optimos y suelos

adecuados con niveles de pH entre 4,5y 5,5 (Garcia & Garcia, 2013).

Clasificacion Taxondmica

(Bafnados, 2007). Describe la taxonomia del arandano de la siguiente

manera.
Reino : Vegetal
Division . Pterophytas

Subdivisiéon : Angiosperma

Clase : Dicotiledonea
Subclase : Dilleniidae “
Orden : Ericales
Familia : Ericaceae

Subfamilia : Vaccinioideae
Tribu : Vaccinieae

Género : Vaccinium
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Especie : Vaccinium corimbosum L.

Descripcién Botanica

Sistema Radicular. Este tipo de arbusto tiene raices muy finas y fibrosas las
cuales crecen en los primeros 30 centimetros de la superficie del suelo las raices del
ardndano no tiene raiz pivotante es decir tiene raices laterales que ayudan a la
absorcion de nutrientes por una relacion simbiética con micorrizas este tipo de
hongos ayudan en el cultivo a la absorcion de formas organicas de nitrégeno por las

raices para el buen crecimiento de la planta (Paeshant, Karan, & Radha, 2019).

Hojas. Presenta hojas alternas y dentadas, con pecioladas cortos si se trata
de especies domesticas tienen hojas caedizas con una longitud que variade 1 a 8
cm ademas poseen una coloracién verde palido a intenso, y en las cuatro estaciones

unas variedades desarrollan un color rojizo en las hojas (Tasi & Schulz, 2008).

Variedad Biloxy. Debido a las caracteristicas de esta planta se mantiene
siempre verde en los sembrios de Latinoamérica, tiene una produccion precoz muy
temprana al resto de variedades y para las zonas de altura es resistente a las
heladas, posee un vigor alto esto hace que su modo arbustivo sea denso y
productivo, las bayas tiene un tamafio promedio de medianas a pequefias con un
color muy caracteristico azulado de buen olor y sabor (Retamales & Hancock,

2012).
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Requerimientos edafocliméticos del ardndano

Clima. La variedad Biloxy es de las que mejor se desarrollan y adaptan a
diferentes pisos altitudinales y climas en Estados Unidos se cultivan desde el norte
en el Estado de Washington hasta el sur en Florida siendo asi una planta que se

puede cultivar constantemente en varios lugares (De La Colina, 2009).

La variedad Biloxy tiene requerimientos de horas frio muy bajos en relacion a
otras variedades ya que viene de un cruzamiento de V. corimbum L. Con otras
especies minoritarias requiere menos de 400 horas de frio pudiendo llegar hasta las

200 horas (Garcia, 2011).

Para un 6ptimo desarrollo de este cultivo se requiere de ciertas temperaturas
gue varien de 5 a 18 °C y la precipitacion optima esta en 1000 a 3000 mm anuales

gue sean bien distribuidos en todas sus etapas vegetativas (Vargas, 2014).

En el Ecuador actualmente se esta cultivando en la Regién Sierra Ambato,
Guayllabamba y en la costa en Pasaje El Oro teniendo buenos resultados de
aclimatacion y buena produccion (Informacién proporcionada por agricultores de

este cultivo).

Suelos. Es uno de los factores mas importantes de este cultivo ya que
requieres niveles de pH 6ptimos que estén entre 4 y 6 al que mejor se adaptan las
plantas y asimilan los nutrientes, es dificil encontrar suelos acidos, pero luego que se
realiza un analisis de suelo se puede modificar este pH afiadiendo materia organica
creando condiciones de estructura 6ptimos para estos suelos donde se desea

cultivar (De La Colina, 2009).
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Cultivo In Vitro

Esta técnica consiste en aislar explanes de arandano es decir Unicamente
una parte de la planta y proporcionarle artificialmente el medio que requiere como lo
son las condiciones fisicas y quimicas para su crecimiento y asi las células puedan

expresar su division y multiplicacién (Roca & Mroginski, 1993).

El método de propagacién In Vitro tiene como objetivo obtener plantas que
sean completamente parecidas a las de la madre donde se extrae los explantes que
tienen una yema axilar, puestos en medio de cultivo con los requerimientos
nutricionales especificos asi se puede propagar plantas de ardndano de una manera

rapida y en corto tiempo (Rosell & Villalobos, 1990).

Cultivo de tejidos vegetales

La finalidad se basa en estimular la incidencia del tejido vegetal durante el
desarrollo mediante técnicas de regeneracion, organogénesis, diferenciacion,
multiplicacién de yemas axilares, embriogénesis todos estos mencionados parten de
una la seleccion de un explante estos deben ser de tejidos inmaduros o herbaceos
ya que tienen mayor regeneracion por su caracteristica plastica morfogenética, la
morfogénesis va a depender basicamente de un correcto balance hormonal del
medio del cultivo que se utilice para eso el uso de las citoquininas que ayuda a
promover el desarrollo de una nuevas plantulas a partir de una Unica yema axilar
donde los meristemos del apice de la plantula de un primer explante es ahora un
tejido con una elevada tasa de division celular debido a la totipotencia de las células
gracias a los medios proporcionados mediante el medio de cultivo se puede
propagar un numero incalculable de especies vegetales (Pérez & Cornejo, 2014).

Los meristemos que se han formado en estos tallos que han sido colocados



26

en un medio de cultivo con un nivel elevado de auxinas ayuda a la formacién de
tallos axilares, a esto se le denomina un subcultivo ya que me permitir4 propagar de

forma continua de una misma linea de explantes (Pérez & Cornejo, 2014).

Etapas del cultivo In Vitro

Fase |. Preparacién de la planta madre. Antes de recolectar el material
vegetal se debe tomar en cuenta que material debemos elegir, para esto se escogen
las mejores plantas la cuales hayan sido resistentes a plagas y enfermedades hayan
tenido una excelente productividad y precocidad cuando empezé la produccion es
importante tener la planta madre unos meses antes en un invernadero con las
mejores condiciones climaticas y nutricionales, se toma en cuenta estos parametros
porque las nuevas plantulas tendras las mismas caracteristicas fisiol6gicas y
productivas que la madre y no existira variabilidad genética en un cultivo (Toro,

2009).

Fase II. Establecimiento del cultivo en asepsia. En esta etapa luego de los
explantes que hayan tenido brotes y también no hayan tenido ninguna
contaminacion dentro del medio de cultivo debe tener nuevos brotes que hayan
nacido de las yemas axilares y tengas entrenudos, esto nuevos brotes se los extrae
para ser nuevamente cultivados es decir un subcultivo en un nuevo medio preparado
con los requerimientos nutricionales establecidos y se los establece en un tubos de
ensayo u otros recipientes adecuados para esta fase, esta operacion se debe

realizar en la camara de flujo laminar (Castillo, 2008).

Segun, (Villanueva & Mansilla, 2013) el uso de 6-Bencilminopurina (BAP) y
acido Indolacético (IAA) bajo diferentes porciones medias, de los cuales se obtienen
explantes de 5 mm con reguladores de crecimiento de plantas superiores las cuales

se usaron dosis que varian desde 0.1 mg/L hasta 5.0 mg/L usado en el medio de
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cultivo teniendo asi un aumento considerable de las propagacion mediante

explantes.

Fase IV. Enraizamiento. Esta fase hace referencia al enraizamiento o
también llamado pre trasplante el cual de aqui se va a provocar tener plantas
autotroficas para que luego pueda sobrevivir en las condiciones de trasplante para

gue pase a la etapa de adaptacién en sustrato (Castillo, 2008).

Este debe estar libre de organismos patégenos y las plantulas tengan
hojas bien desarrolladas ya que estas estan obligadas a realizar la fotosintesis en la
etapa de enraizamiento para esto se debe construir un invernadero tipo tinel con

una alta humedad (Castillo, 2008).

(Brenes, Castillo, & Gémez, 2014) Mencionan que el uso de medio de cultivo
WPM (Woody plant Medium) suplementado con 1.5 mg de tidiazuron (TDZ), 30 g de
sacarosay 8 g agar y un pH ajustado a 6,0 con KOH o HCI ayudan al enraizamiento

de los explantes de arandano.

Reguladores de Crecimiento

Auxinas. Este tipo de sustancias son capaces de generar un agrandamiento
y alargamiento celular, cuando se adicionan auxinas al medio de cultivo es suficiente
para mantener el crecimiento celular de los tejidos también ayudan a la division
celular, diferenciacion del tejido vascular y formacion de érganos que son los
meristemos, una de las formas naturales de auxinas es el 4cido indolacético (AIA) y

el acido indolbutirico (AIB) (Navarro, 2005).
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Citoquininas. Ayudan al crecimiento celular de callos de los tejidos y
también la division celular son derivados de la adenina y se encuentran en las partes
jévenes de las plantas y raices, rompen el estado de dormancia de las yemas de los
explantes es decir promueven la brotacion de hojas de las nuevas plantulas

(Bhojwani, Saran, & Kamur, 2013).

(Vilcarromero, 2016) Menciona que la utilizacién de citoquininas 2
isopentiladenina y sulfato de adenina muestran buenos resultados en el crecimiento
de microtallos y la tasa de multiplicacién cuando se usan valores de 1ml de 2ip y
1.5ml de 2ip mas SO4 Adenina 0.015g se obtienen 26 unidades de propagacién de

un mes.

Giberalinas. Las giberelinas con las promotoras de la division celular e
inducir las células en la fase G1 al momento de sintetizar ADN también ayudan a la
elongacién celular e incrementar las paredes celulares a subes que se incrementa
los niveles de glucosa y fructosa esto ayuda a que el agua no ingrese dentro de las

células (Navarro, 2005)

Medios de Cultivo

Reactivos y concentraciones para medios de cultivo.

Tabla 1

Reactivos y concentraciones para los distintos medios de multiplicacion y

enraizamiento.

Medio WPM pH 5,5-5,6 Medio MS 1/3 pH 5,5-5,6
Macroelementos Macroelementos
CaCl, 2H,0 9,6 g/l CaCl, 2H,0 44 g/l
Ca(NO3), .4H,0 55 g/l NNO; 190 g/l
KH,PO, 17 g/l KH,PO, 17 g/l

K,S0, 99 g/l
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MgSO0, 7H,0 374l MgS0, 7H,0 374l
NH,NO, 40 g/l NH,NO, 165 g/l
Microelementos Microelementos
CuS0,.5H,0 25 mg/| CuS0,.5H,0 25 mg/l
H3;BO, 620 mg/I H;BO, 6200 mg/I
MnSO,.H,0 2230 mg/l MnSO,.H,0 16900 mg/I
Na,Mo0,.2H,0 25 mg/l Na,Mo0,.2H,0 250 mg/|
ZnS0, 7H,0 860 mg/l ZnS0, 7H,0 8600 mg/l
FeNa EDTA 36,7 mg/l FeNa EDTA 36,7 mg/l
Kl 380 mg/l
Vitaminas Vitaminas
Glicina 2 mg/l Glicina 2 mg/l
Acido Nicotinico 0.5 mg/I Acido Nicotinico 0.5 mg/I
Piridoxina 0,5 mg/l Piridoxina 0,5 mg/l
Tiamina 1 mg/l Tiamina 0,10 mg/i
Inositol 100 mg/l Inositol 100 mg/l
Agar 7 g/l Agar 7 g/l
Sacarosa 30 g/l Sacarosa 30 g/l
200 ml cada prueba de multiplicacion 200 ml cada prueba de multiplicacion
2ip 4 0,8 mg 2ip4 0,8 mg
2ip 2,5 0,5 mg Z0,5/2ip4 0,1/0,8 mg
Z0,5/AIB 0,1 0,1/0,02 mg
Z05/2ip4 0,1/0,8 mg
Z05/2ip2,5 0,1/0,4 mg

200 ml cada prueba de multiplicacion

200 ml cada prueba de multiplicacion

AIB/CAl

Sin reguladores

0,2/0,2 mg

AIB1/CAl

Sin reguladores

0,2/0,2 mg

Nota. (Castro, 2016).
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Capitulo 1l

Materiales y Métodos

Ubicacién del Area de Investigacion

Ubicacion politica

» Pais: Ecuador

» Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
» Cantén: Santo Domingo

» Parroquia: Luz de América

» Sector: km 24 Via Quevedo

Ubicacion Geografica

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE Ubicada en Via a Quevedo km 24, Recinto Luz de América,

provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, cantén Santo Domingo.

> Latitud: 00°24" 36"
» Longitud: 79° 18" 43"

> Altitud: 270 msnm

Ubicacién Ecolégica
La zona donde se realizara la investigacién cuenta con las siguientes

caracteristicas ecolégicas



Zona de vida: Bosque humedo Tropical
Altitud: 224 msnm
T° promedio: 24,6 °C

Precipitacion: 2860 mm afio

vV VYV VYV V V

Heliofania: 739 horas luz afo

Figura 1

Ubicacion geografica de la investigacion

660000 680000 700000

9960000

9950000

9940000

Kilometros

NOMBRE DEL PROYECTO UBICACION PLANO SISTEMA DE COORDENADAS ESCALA
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BILOXY, ARANDANO CONSIDERANDO DISTINTOS Tsachilas PLANO DE UBICACION FECHA
MEDIOS DE CULTIVOS PARA SU ADAPTACION ZONA: 17 Norte
EN LA ZONA DE SANTO DOMINGO DELOS | Sector: Luz De América
TSACHILAS Setiembre 2020
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Materiales

Materiales para siembra

YV Vv VY Vv Y V VYV V¥V

Papel estéril

Papel aluminio
Mechero

Para film

Bisturies N © 11
Mangos de bisturies
Pinzas punta aguda

Pinzas punta roma

Materiales de Laboratorio

vV V VYV VYV V¥V

Frascos de vidrio para la siembra
Solucion Stock

Pipetas: 1ml-10ml

Probetas 100ml

Vasos Beaker 1000ml -500ml

Materiales para la Desinfeccion

vV VvV VY V V

Agua destilada previamente esterilizada
Tween 20

Alcohol

Hipoclorito de sodio

Detergente

32



Equipo de Laboratorio

Refrigerador

Horno microondas
Autoclave

Estufa

Cémara fotogréfica

Balanza analitica

vV Vv ¥V VYV VYV V V

Camara de flujo

Materiales de Oficina

Hojas A4
Impresora
Folder
Computadora

Flash memory

vV VvV VYV ¥V VYV V¥V

Libreta de laboratorio

Componentes del medio de cultivo MS

Tabla 2

Minerales para medio de cultivo WPM

33

N° Ingredientes g/l Cantidad de sales
minerales

STOCK 10X

1 KH,PO, 0,170 A 1,7

2 NH,NO; 0,4 A 4,00
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3 CaCl, 2H,0 0,0960 A 0,960
4 MgS0, 7H,0 0,370 A 3,700
5 Ca(NO3), . 4H0 0,5560 B 5,560
6 K250, 0,99 c 9,90
7 MnS0,.H,0 0,02230 D 0,2230
8 ZnS0, 7H,0 0,00860 D 0,0860
9 CuS0,.5H,0 0,00025 D 0,00250
10 Na;Mo0,.2H,0 0,00025 D 0,00250
11 H3;BO4 0,00620 D 0,0620
12 FeS0,.7H,0 0,02780 D 0,2780
13 Na;EDTA 0,03730 D 0,3730
14 NiCl,.6H,0 0,0003 D 0,0030
15 AlCl, 0,0005 D 0,0050
16 Inositol 0,100 Direc. 1,00

Nota. Anaya, citado por (Vilcarromero, 2016).

Métodos

Disefio del Experimento

Factores a Probar.
Tabla 3
Factores y niveles a evaluar
Factores Niveles

Hormonas (A)

al: Zeatina Omg
a2: Zeatina 1,5mg
a3: Zeatina 3mg

ad: Zeatina 4,5mg

bl: pH 4
pH (B) b2: pH 4,5
b3: pH 5
b4 pH 5,5
Fotoperiodo (C) cl: 8 dias

c2: 15 dias




Tratamientos a Probar.

Tabla 4

Descripcion e identificacion de tratamientos
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Tratamientos

Descripcion

Tl
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21

T22

Zeatina Omg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina Omg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 1,5mg/1+ WPM (pH 4) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 1,5mg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 4) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 0Omg/1 + WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina Omg/1 + WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 1,5mg/1+ WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 1,5mg/1 + WPM (pH 4,5) Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 4,5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 4,5)+ Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 0Omg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina Omg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 1,5mg/1+ WPM (pH 5) + Fotoperiodo 8 dias
Zeatina 1,5mg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 15 dias
Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 8 dias

Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 15 dias




T23 Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 8 dias

T24 Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 5) + Fotoperiodo 15 dias
T25 Zeatina Omg/1 + WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 8 dias
T26 Zeatina Omg/1 + WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 15 dias
T27 Zeatina 1,5mg/1+ WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 8 dias
T28 Zeatina 1,5mg/1 + WPM (pH 5,5)+ Fotoperiodo 15 dias
T29 Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 8 dias
T30 Zeatina 3mg/1 + WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 15 dias
T31 Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 5,5) + Fotoperiodo 8 dias
T32 Zeatina 4,5mg/1 + WPM (pH 5,5)+ Fotoperiodo 15 dias

Tipo de Disefio. Se utilizé un disefio DCA con treinta y dos tratamientos y
cinco repeticiones cada uno.
El modelo es el siguiente:

Yijt =u+A; + Bj + C + (AB);j + (AC)ix + (BC)jx + (ABC);j + ey

Donde:

Y;;: Unidad experimental que recibe el i-€simo tratamiento en la j-ésima
repeticion

w: Efecto de la media general

A;:Efecto de las hormonas

B;;: Efecto del pH

Cyij: Es el efecto de la Temperatura

e;jxi: Efecto del error experimental
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Repeticiones. La investigacion se realiz6 con treinta y dos tratamiento,

cada tratamiento de la investigacion conto con cinco repeticiones, teniendo un total

de 160 unidades experimentales.

Caracteristicas de las unidades experimentales

Parametro

NUmero de tratamientos:

Numero de repeticiones:

Numero de unidades experimentales:

Numero total de explante por UE:

Numero total de explantes del ensayo:

Croquis del Ensayo.

Figura 2
Reparticion de las unidades experimentales

OSCURIDAD 15 DIAS

Cantidad

32

5

160

640

OSCURIDAD 8 DIAS
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Analisis Estadistico.

Tabla 5

Fuentes de varianza
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Fuentes de variacion Grados de libertad
Hormonas 3
pH 3
Fotoperiodo 1
Hormonas x pH 9
Hormonas x Fotoperiodo 3
pH x Fotoperiodo 3
Hormonas x pH x Fotoperiodo 9
Error experimental 124
Replicas 4
Total 159

Coeficiente de variacion

CMe
CV =——
X
Donde:
cv = Coeficiente de variacion
vCMe = Cuadrado medio del error
X = Media general del experimento

Analisis funcional. Los métodos se evaluaron mediante un analisis de

varianza (ADEVA) utilizando la prueba de Tukey al 5% para medias significativas.
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Variables a medir

Contaminacion. Se evaluaron desde los cinco dias hasta los quince dias el
porcentaje de yemas contaminadas, debido a la presencia de algin organismo
patégeno luego de haber realizado la desinfeccion del material vegetal y siembra de
los explantes, en los cuales se determinan e identifican la presencia de hongos y

bacterias.

NUumero de hojas. Se contaron las hojas de cada plantula cada cuatro dias

durante la fase de elongacion para todos los tratamientos.

Altura de brote (mm). Con una hoja milimetrada se tomaron la altura de los
brotes a partir del explante madre se midieron hasta el apice, estas mediciones se

las realizaron cada cuatro dias hasta los treinta y tres dias.

Color de brotes. Mediante la tabla de Munsell (circulo cromatico) se

determind el color de los brotes con los cédigos:

Tabla 6

Tabla de munssel (circulo cromatico)

Amarillo Verde Verde claro Verde Verde oscuro

Transparente Amarillento
G60Y G50Y G40Y G30Y G20Y

Nota. La tabla se le realizo especificamente para ver la coloracion de los brotes de la
investigacion para ver la diferencia de los dias de oscuridad que permanecieron las

plantulas.
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Métodos Especificos de preparaciéon del ensayo

Las actividades que se realizaron en la investigacion que se elaboré en este
proyecto se llevaron a cabo en el laboratorio de biotecnologia vegetal en la

Universidad de las Fuerzas Armadas Sede Santo Domingo.

Esterilizacion de frascos. Se utilizaron frascos de vidrio la fase de
elongacién de los explantes, donde se aplicd una solucién de hipoclorito de sodio al
0.01% en un tiempo de 24 horas teniendo una desinfeccion de calidad, luego se
procedié a lavar muy bien con detergente tomando en cuenta los enjuagues con
bastante agua para que no quedaran residuos de detergente en los frascos este
proceso de enjuague se lo realizo tres veces y el enjuague con agua destilada se lo

llevo a cabo cuatro veces.

Esterilizacion de materiales. Para el corte del material vegetal seleccionado
se utilizaron pinzas, mangos de bisturi, cajas petri, frascos de vidrio, para la
diseccion de segmentos del material, se los colocaron en la autoclave y se dejaron

por 35 minutos a 1kg/cm2 con 121°C.

Esterilizacion de camara de flujo laminar. Se llevé a cabo utilizando
sablén esparciendo con un pulverizador en toda la cama de flujo, luego se procedi6
a limpiar con una toalla toda el area pulverizada hasta dejarla completamente seco
la camara de flujo para luego proceder a pulverizar alcohol al 70% y con una toalla
se limpio toda la superficie de la cAmara de flujo laminar para que tenga una
completa asepsia del area de siembra de los explantes, luego se dej6 secar hasta

gue esté completamente seca el area previa a la siembra del material vegetal.
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Preparacion de los micros y macros nutrientes para la solucion stock.
La solucién stock se la preparo mediante el protocolo de Anaya citado por
(Vilcarromero, 2016), en la (tabla 2) el cual este stock es modificado para medios de
cultivo WPM (Woody Plant Medio), se pesaron los macronutrientes y micronutrientes
en una balanza analitica segun el orden establecido y se disolverd en agua destilada
segun el protocolo stock A, B, C y se lo guardara en refrigeracion hasta que se

prepare el medio de cultivo.

Preparacion del medio de cultivo. Se usé un matraz de 1000 ml con agua
previamente destilada en el cual se agregaron 5 g/1000 ml de medio WPM, luego se
agreg6 30g de sacarosa en los 1000ml de agua destilada se removié y se obtuvo
una mezcla homogénea de la solucion, el pH y el regulador de crecimiento se
ajustaron segun los tratamientos que se expresa en la (tabla 3), midiendo con un
pHmetro y dependiendo esto se afiadié6 NaOH para elevar el pH y para disminuir el
pH se uso HCI, a continuacién de este proceso se calentd la solucién hasta que
guedo homogénea, en los frascos se colocaron 20ml de la solucion luego se

llevaron los frascos de vidrio al autoclave en el cual estaran por 20 minutos a 121°C.

Seleccién del material vegetativo. Los materiales vegetativos que se
utilizaron en el ensayo realizado fueron de tres partes distintas del pais el primer
material vegetativo que se utilizo fue de la zona de Santo Domingo de los Tsachilas
plantas adaptadas al ambiente las cuales en el laboratorio presentaron una
contaminacioén elevada por lo cual se buscaron plantas de vivero de Machala las
cuales a pesar de ser de vivero presentaron el mismo porcentaje de contaminacion
gue las plantas de Santo Domingo un 100% de contaminacién hasta el quinto dia
después de haber realizado la siembra. Las plantas que se presentaron un 15% de
contaminacioén fueron plantas de viveros de la region Sierra de Guayabamaba

siendo las que presentaron menor contaminacion en la multiplicacion in vitro.
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Desinfeccion del material vegetativo. Se seleccionaron tallos herbaceos
de plantas madre previamente tratadas con buena fertilizacion y control de
enfermedades, el material vegetal recolectado se le eliminaron las hojas y se
realizaron cortes en los que solo se tenga una yema axilar para la siembra, primero
se colocaron estos explantes en una solucién de fungicidas para lo cual se utilizaron
vitavax 1,5 ml por litro y phython 0,60 ml por litro de agua en el cual se dejaron 10
minutos se procedieron a enjuagar con agua estéril para luego ponerlas en agua
totalmente estéril que este constantemente corriendo durante 35 minutos, seguido
se los trasladaron a la cAmara de flujo laminar en el cual estan los explantes en
alcohol al 70% agitandolos durante 1 minuto, luego se realiz6 una inmersion de
NaOCI al 3% y una gota de tween agitando durante 12 min teniendo la coloracién
para evitar que terminen quemadas las yemas y para finalizar se realizaron cuatro

enjuagues seguidos con agua destilada estéril durante dos minutos cada enjuague.

Siembra del material vegetal. Antes de la siembra se desinfectaron los
materiales una vez mas encendiendo un mechero sumergiendo la hoja de bisturi en
alcohol y luego pasandolo por el mechero para que este se desinfecte se esperé a

gue se consumiera el fuego presente y se enfriara la pinza y la hoja de bisturi.

Se cortaron el material vegetal en segmentos que tengan una yema axilar y
se procedio a realizar la siembra para esto una vez mas la pinza la sumergio en
alcohol y se la paso por la flama se esperé hasta que se consuma y se enfrié, luego
se procedio a tomar el explante y cerca del mechero con la mano izquierda, tomar él
frasco de vidrio y con la mano derecha se colocaron cuidadosamente los explantes

asegurandose que estuvieran introducidos en el medio de cultivo WPM.
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Capitulo IV
Resultados

Andlisis descriptivo de las variables evaluadas en la reproduccién in vitro del
(Vaccinium corymbosum |.) Variedad. biloxy, arAndano considerando distintos

medios de cultivo

Andlisis de Varianza para Altura (mm) inicial y final

Tabla 7

Andlisis de varianza de la altura (mm) inicial del brote.

Fuente SC Gl CM Razon-F Valor-P
A:Zeatina 0,295104 3 0,0983681 1,68 0,1743
B:Ph 0,633665 3 0,211222 3,61 0,0152
C:Fotoperiodo 0,786101 1 0,786101 13,44  0,0004
A*B 1,20323 9 0,133692 2,29 0,0208
A*C 0,069448 3 0,0231493 0,40 0,7562
B*C 0,116072 3 0,0386906 0,66 0,5772
A*B*C 0,537196 9 0,0596885 1,02 0,4273
Error experimental 7,25109 124 0,0584765
TOTAL 11,1629 159

En la tabla 7 del analisis de varianza de la altura (mm) en la primera toma de
datos se aprecia que el factor A (Zeatina) no presenta significancia mientras que el
factor B (pH) y factor C (Fotoperiodo) si presentaron una diferencia significativa
indicando que entre cada nivel del factor existe diferencia mientras que en la
interaccion A*B también presenta diferencia significativa y en las otras interacciones
no se encontré diferencia significativa.

Tabla 8

Andlisis de varianza de altura (mm) final del brote.

Fuente SC Gl CM Razon-F Valor-P
A:Zeatina 896,507 3 298,836 9,67 0,0000
B:Ph 634,499 3 2115 6,84 0,0003
C:Fotoperiodo 5,43906 1 5,43906 0,18 0,6756
AB 562,78 9 62,5311 2,02 0,0421
AC 203,63 3 67,8767 2,20 0,0920
BC 18,5782 3 6,19273 0,20 0,8960
ABC 335,768 9 37,3075 1,21 0,2968
Error experimental 3833,95 124 30,9189

TOTAL 6532,34 159
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En la tabla 8 del analisis de varianza de altura en su ultima toma de datos se
aprecia que el factor A (Zeatina), el factor B (pH) y la interaccion entre estos dos
factores presentaron una diferencia significativa mientras que el factor C
(Fotoperiodo) con las interacciones A*C, B*C y A*B*C no presentaron una
diferencias significativa de tal manera que el pH como la zeatina influyen en la altura

de las plantas de arandano.

Andlisis de varianza de contaminacion en la multiplicacion in vitro

Tabla 9

Analisis de varianza de contaminacioén en la reproduccion in vitro

Fuente SC Gl CM Razo6n- Valor-P
F
A:Zeatina 1,16875 3 0,389583 2,91 0,0370
B:Ph 0,06875 3 0,0229167 0,17 0,9155
C:Fotoperiodo 0,30625 1 0,30625 2,29 0,1327
AB 1,15625 9 0,128472 0,96 0,4755
AC 0,26875 3  0,0895833 0,67 0,5719
BC 0,06875 3 0,0229167 0,17 0,9155
ABC 0,85625 9 0,0951389 0,71 0,6973
Error experimental 16,575 124 0,133669
TOTAL 21,0938 159

En la tabla 9 se observa que la variable contaminacién presenta diferencia
significativa entre los niveles del factor (A) concentraciones de zeatina con un valor
de P 0,0370. Mientras que en los factores B y C junto con las interacciones no

presentan ninguna diferencia significativa.

Andlisis de varianza de numero de hojas.

Tabla 10

Analisis de varianza de numero de hojas final en los brotes de arandano

Fuente SC Gl CM Razon-F Valor-P
A:Zeatina 33,873 3 11,291 7,89 0,0001
B:Ph 21,6105 3 7,20352 5,04 0,0025
C:Fotoperiodo 0,284766 1 0,284766 0,20 0,6562
A*B 18,9629 9 2,10699 1,47 0,1650
A*C 4,97305 3 1,65768 1,16 0,3282
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B*C 0,491797 3 0,163932 0,11 0,9514
A*B*C 11,3566 9 1,26185 0,88 0,5431
Error experimental 177,352 124 1,43025
TOTAL 271,778 159

En la tabla 10 se representa que no se presenta diferencia significativa en las

interacciones pero si en las factores que se evallan presentando que entre

concentraciones de Zeatina y los diferentes pH si presentan diferencia con respecto

al numero de hojas.

Analisis de Varianza del color del brote

Tabla 11

Analisis de varianza del color del brote

Fuente SC Gl CM Razén-F Valor-P
A:Zeatina 2,1375 3 0,7125 0,80 0,4943
B:pH 1,6875 3 05625 0,63 0,5943
C:Fotoperiodo 144.4 1 1444 162,81  0,0000
D:Replicas 4,02188 4  1,00547 1,13 0,3438
A*B 9,025 9 1,00278 1,13 0,3463
A*C 1,8375 3 0,6125 0,69 0,5595
B*C 1,7875 3 0,595833 0,67 0,5709
A*B*C 9,725 9 1,08056 1,22 0,2897

Error experimental 109,978 124 0,88692

TOTAL 284,6 159

En la tabla 11 del analisis de varianza del color de brote del explante

arandano de la toma de datos media nos indica que en el factor C (Fotoperiodo)

existe diferencia significativa, mientras que para los factores A (Zeatina), B (pH) e

interacciones A*B , A*C, B*C, A*B*C no mostraron diferencia significativa, para el

caso de las repeticiones al no existir diferencia significativa se asume que existe

normalidad en los datos tomados asi que es confiable el andlisis estadistico.



46

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) en la reproduccién in vitro del

(Vaccinium corymbosum |.) Variedad. biloxy, arAndano considerando distintos

medios de cultivo Factor A (Zeatina)

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) de la altura (mm) final.

Tabla 12

Prueba de significacion de la altura (mm) final.

Zeatina Casos MedialLS SigmalS

Grupos Homogéneos

0 40
4.5 40
15 40

3 40

1,75

3,25

4,95
8,1175

0,954316
0,954316
0,954316
0,954316

A

A
AB

B

En la tabla 12 se observa la prueba de tukey con 95% de confiabilidad donde

la concentracion de zeatina de 3 mg/L tiene una diferencia significativa respecto al

resto de concentraciones de zeatina teniendo 8,1175 mm de altura media, al resto

siendo los otros un grupo homogéneo respecto a la altura .

Figura 3

Altura (mm) final en distintas concentraciones de zeatina.
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En la figura 3 se observa que la concentracion de zeatina de 3 mg/L tiene
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una media de altura de 8,11 mm mientras que la concentracion de 1,5 mg/L presento
una altura de 4,95 mm como media las concentraciones de 0 mg/L obtuvo una altura
de 1,75 mm y la concentracion de 4,5 mg/L alcanzo una altura de 3,25 mm. De tal
manera las concentraciones de 0 - 1,5 - 4,5 mg/L son iguales estadisticamente y
diferentes a la concentracion de 3 mg/L siendo esta concentracion que presenta

mejor desarrollo en longitud de los brotes de arandano.

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) de numero de hojas

Tabla 13

Prueba de significacion del nimero de hojas del factor zeatina

Zeatina Casos MedialS Sigmal$S Grupos Homogéneos
0 40 0 0,189094 A
4.5 40 0,4125 0,189094 A
1.5 40 0,54375 0,189094 A
3 40 1,275 0,189094 B

En la tabla 13 prueba de significancia de Tukey al 95% de confiabilidad se
presenta que el tratamiento con una concentracion de Zeatina de 3 mg/L muestra
gue se tiene una media de 1 hoja mientras que las concentraciones de 0- 1,5 - 4,5

mg/L son iguales presentando una media de cero numeros de hojas.

Figura 4

Numero de hojas en distintas concentraciones de zeatina.
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En la figura 4 se observa que la concentracion de zeatina de 3 mg/L presento
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una media de nimero de hojas de uno mientras que las otras concentraciones la
media esté por debajo del cero presentando la concentracion de 3 mg/L un limite
superior de seis hojas, la concentracion de 1,5 mg/L presenta su limite superior de

dos hojas por planta con una media de 0,54 hojas.

Prueba de significaciéon (Tukey p<0,05) de contaminacién

Tabla 14

Prueba de significacion de contaminacion con distintas concentraciones de zeatina

Zeatina Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1.5 40 0,075 0,0578077 A
3 40 0,125 0,0578077 AB
0 40 0,125 0,0578077 AB
4.5 40 0,3 0,0578077 B

En la tabla 14 se observa que la contaminacién que presentaron los medios
de cultivos en la multiplicacién in vitro del arandano presenta significancia segun la
concentracion de zeatina siendo estos que con una concentracion de zeatina de 4,5
mg/L presento una media de contaminacion de 0,3 mientras la concentracién de 1,5
mg/L la contaminacion que presentaron es baja con una media de 0,075y las otras

concentraciones no presentan diferencias.

Figura5

Contaminacion en la multiplicacion in vitro con distintas concentraciones de zeatina
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En la figura 5 muestra que con la concentracion de zeatina de 4,5 mg/L presento una
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contaminacion como limite superior de uno, teniendo una media de 0,3 frascos
presentando que las otras concentraciones de zeatina presentaron una media
inferior de tal manera la contaminacion presente en el ensayo realizado fue minima

pudiendo realizar este mismo sin ningun inconveniente.

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) en la reproduccién in vitro del
(Vaccinium corymbosum |.) Variedad. biloxy, arandano considerando distintos
medios de cultivo Factor B (pH)

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) de la altura (mm) inicial.

Tabla 15

Prueba de significacion de altura (mm) inicial del brote.

pH Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

4 40 0,2275 0,038235 A
4.5 40 0,243625 0,038235 A
5.5 40 0,2655 0,038235 AB

5 40 0,3875 0,038235 B

En la tabla se presenta una diferencia significativa en la altura con los
distintos pH en las cuales el pH de 5 presento una mayor altura en la primera
semana de crecimiento con una media de 0,387 mm para lo cual los pH de 4 - 4,5 -
5,5 presentaron alturas de 0,22 a 0,26 siendo iguales estadisticamente y diferentes

con la altura del pH de cinco.
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Figura 6

Altura (mm) inicial del brote del factor pH.

Ph

En la figura 4 se observa resultado de la variable altura en el cual presenta
diferencia significativa en el Factor B (pH) en la cual se detalla que el pH de 5

presento una altura mayor en la toma inicial llegando a una altura de 0,387 mm en

promedio del total de brotes.

Prueba de significaciéon (Tukey p<0,05) de la altura (mm) final.

Tabla 16

Prueba de significacion de la altura (mm) final del brote.

pH Casos MedialS SigmalsS Grupos Homogéneos

4 40 2,36 0,954316 A
55 40 3,3975 0,954316 A
4.5 40 4,64 0,954316 AB

5 40 7,67 0,954316 B

En la tabla 16 se observa la prueba de tukey con 95% de confiabilidad donde
el medio de cultivo con un pH de 5 tiene una diferencia significativa respecto al resto,
mostrando una longitud media de 7,67 mm mientras la que presento menor altura

fue con un pH de 4 teniendo una altura media de 2,36 mm.
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Figura 7

Altura (mm) final del brote de ardndano.
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En la figura 7 se observa que la altura con pH de 5 presento una media de 7,
67 mm. Con el pH de 4 la altura media es de 4,64 mm siendo iguales
estadisticamente estos niveles de pH son iguales teniendo diferencia significativa
con los niveles de pH de 4 y 5,5 siendo estos iguales con respecto a la altura del

brote.

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) de namero de hojas.

Tabla 17

Prueba de significacion del nimero de hojas

pH Casos MedialS SigmalsS Grupos Homogéneos

5 40 111 0,189094 A
4.5 40 0,64 0,189094 AB
55 40 0,34 0,189094 B

4 40 0,14 0,189094 B

En la prueba de significancia de Tukey al 95% de confiabilidad se presenta
gue el tratamiento con una concentraciéon de un pH de 5 es diferente al de 5,5y de 4

mientras que el pH de 4,5 es igual al resto de pH con respecto al numero de hojas.
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Figura 8

Numero de hojas con relacion al factor pH.
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En la figura 9 se observa que el nimero de hojas con el pH de 5 muestra una media
de 1,11 hojas también muestra una diferencia significativa con un limite superior de
5 hojas a comparacion de los otros pH teniendo en cuenta que los pH de 4y 5,5 son

iguales estadisticamente ya que la media de estos es inferior a uno.

Prueba de significacién (Tukey p<0,05) en lareproduccién in vitro del
(Vaccinium corymbosum |.) Variedad. biloxy, arandano considerando distintos

medios de cultivo Factor C (Fotoperiodo)

Prueba de significaciéon (Tukey p<0,05) de la altura (mm) inicial.

Tabla 18

Prueba de significacion de la altura (mm) inicial del brote.

Fotoperiodo Casos MedialS SigmalS Grupos Homogéneos
15 80  0,210937 0,0270362 A
8 80 0,351125 0,0270362 B

En la tabla 8 se presenta la prueba de Tukey con un 95% de confiabilidad
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gue el fotoperiodo influyo en la altura en la primera semana de crecimiento en los
brotes en la cual representa que con un fotoperiodo de 8 dias en oscuridad presento
una altura media de 0,35 mm mientras que con el fotoperiodo de 15 dias en
oscuridad absoluta presento una altura de 0,21 mm presentando diferencia

significativa.

Figura 9
Altura (mm) inicial del brote con distintos fotoperiodos.
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En la figura 9 se observa que la variable altura en la primera semana
presento una diferencia entre los dos niveles del Factor C (Fotoperiodo) en el cual el
fotoperiodo de 8 dias presento una altura promedio de 0,35 mm a diferencia del

fotoperiodo de 15 dias el cual la media es de 0,21 mm en la variable altura.

Prueba de significacién (Tukey HDS p<0,05) de color del brote

Tabla 19

Prueba de significacion del color del brote del factor fotoperiodo

Fotoperiodo Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos
15 80 1,725 0,105292 A
8 80 3,625 0,105292 B
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En la tabla 19 se observa que el fotoperiodo de 15 dias de oscuridad
presento una color de 1 el cual es un cédigo el cual representa un color verde claro
mientras que el fotoperiodo de 8 dias de oscuridad presento un 3,62 representando
a un color verde evidenciando que si existe diferencia estadistica entre los dos

niveles del factor C (Fotoperiodo).

Figura 10

Color de brote respecto al fotoperiodo
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En la figura 10 se observa que en el factor C (Fotoperiodo) de 8 dias en
oscuridad los explantes tienen un promedio de color de brote de 3,625
perteneciendo al codigo G30Y color de brote (Verde) mientras que el fotoperiodo de
15 dias con un promedio de 1,725 perteneciendo al cédigo G40Y color de brote
(Verde claro) mostrando una diferencia significativa entre los dias de fotoperiodo

para la toma de datos media.

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) en la reproduccién in vitro del
(Vaccinium corymbosum |.) Variedad. biloxy, arandano considerando distintos

medios de cultivo. Interaccion del factor A*B (Zeatina*pH)



Tabla 20

Prueba de significacion de altura (mm) inicial entre la interaccion del factor A*B

Zeatina pH Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos
3 5 10 0,55 0,08 A
4.5 5 10 0,45 0,08 AB
1.5 5 10 0,41 0,08 AB
1.5 4 10 0,39 0,08 AB

5.5 10 0,31 0,08 AB

4.5 10 0,30 0,08 AB

1.5 5.5 10 0,28 0,08 AB

4.5 10 0,27 0,08 AB

5.5 10 0,26 0,08 AB

4.5 4.5 10 0,25 0,08 AB

3 4 10 0,23 0,08 AB

4.5 55 10 0,21 0,08 AB
0 4 10 0,16 0,08 B
1.5 4.5 10 0,15 0,08 B
0 10 0,14 0,08 B
4.5 10 0,14 0,08 B

nivel de pH 5 presentan una altura media de 0,55 mm en la primera semana, la

concentracion de 0 mg/L con pH de 4 presenta una media de altura de 0,16 mm

En la tabla 20 se observa que la concentracion de zeatina de 3 mg/L y el

55

presentando diferencia significativa entre las distintas concentraciones y niveles de

pH.
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Figura 11

Altura (mm) inicial del brote interaccién entre el factor zeatina* pH.
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En la figura entre la interaccién del factor A*B (Zeatina)*(pH) observa una
diferencia significativa en la variable altura en la cual se interpreta que con un pH de
5y concentracion de Zeatina de 3mg/l representan una mayor altura teniendo una
altura de 0,55 milimetros mientras que las otras concentraciones y niveles de pH

presentan un grupo homogéneo.

Tabla 21

Prueba de significacion de altura (mm) final entre la interaccion del factor A*B

Zeatina pH Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos
3 5 10 16,20 1,74
15 5 10 7,44 1,74 B
3 4.5 10 7,43 1,74 B
1.5 55 10 5,33 1,74 B
4.5 5 10 5,24 1,74 B
1.5 4.5 10 5,03 1,74 B
3 4 10 4,59 1,74 B
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En la tabla 21 se observa que existe una diferencia significativa entre los factores

57

AXB (Zeatina, pH) respectivamente donde una concentracién de 3mg/l de zeatina 'y

un nivel de pH de 5 la media fue de 16,20 mm siendo diferente estadisticamente del

resto de concentraciones de zeatina y niveles de pH.

Figura 12

Altura (mm) final de los brotes de ardndano con interaccion entre los factores A*B
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En la figura 12 se representa la altura alcanzada con los tratamientos de |dH

de 5y una concentraciéon de Zeatina de 3 mg/L en la cual tiene una mayor altura

comparada con los otros tratamientos teniendo una altura media de 16,20 mm

mientras se observa que el pH de 4 y sin concentracién de Zeatina no presenta una
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altura superior a los 3 mm de altura y el pH de 5 con la concentracion de 1,5 mg/L

presenta una altura de 7 mm.

Control de las variables en la reproduccion in vitro del (Vaccinium
corymbosum |.) Variedad. biloxy, arandano considerando distintos medios de

cultivo.

Figura 13

Control de altura segun la media
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En la figura 13 se demuestra el control en altura donde existe un crecimiento
lineal con las medias de altura de los brotes de los explantes, teniendo asi la
primera toma de datos siendo el dia uno con un promedio de 0,25 mm del total de
tratamientos, luego en la toma media a los 18 dias se tuvo un promedio de medias
de 2,59 mm de los brotes de los explantes y para la toma final de datos siendo el dia

32 con un promedio de 4,53 mm de altura de medias de todos los tratamientos.
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Figura 14

Control de altura con el rango
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En la figura 14 se puede observar los resultados de altura segun los dias que
duré el ensayo, en el primer dia de toma de datos el rango fue de 0,68 mm
perteneciendo al tratamiento T21, luego para la toma media a los 18 dias del ensayo
el rango o mejor altura de todos los tratamientos fue de 13,05 mm de altura donde
el mejor tratamientos fue el T21 (Zeatina 3mg/l +WPM (pH ) +Fotoperiodo 8 Dias,
para la toma final a los 32 dias el rango fue de 17,60 mm la mejor altura siendo del

T21 la misma que la mencionada anteriormente de la toma media de los 18 dias
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Figura 15

Control de contaminacion segun la media
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En la figura 15 de control de contaminacién se puede ver que la
contaminacioén se presentd desde la toma inicial de datos teniendo una disminucion
hasta el dia 11 pero del este dia hasta el 14 se tuvo un incremento lineal con 6
medios de cultivo contaminados a partir del dia 18 ya no existié ninguna

contaminacion de los medios de cultivo
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Figura 16

Control de contaminacion con el rango.
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En la figura 16 se demuestra como la contaminacion es lineal desde el dia 1
hasta el dia 14 esto quiere decir que todos los dias mencionados del 1 al 14 existié
contaminacion alguna de los medios de cultivo, a partir del dia 18 en adelante hasta

la toma final que fue el dia 32 no se present6 algun otro medio contaminado.
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Figura 17

Control de color de brote segun el rango
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En la figura 17 se observa como el cambio de color de brote es exponencial
con un promedio de todos los tratamientos de 0,51 siendo un color verde Amarillento
(GY50) para la toma inicial, luego la toma media o0 a los 18 dias se tuvo un promedio
de 3,1 perteneciendo a un color verde (GY30), y para la toma de datos final o los 32
dias el promedio fue de 3,51 acercandose claramente al color Verde oscuro (GY20)

siendo este el color final que se tubo de todos los brotes.
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Figura 18

Control de Numero de hojas con el rango.
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En la figura 18 se puede ver como del dia uno al siete no hubo crecimiento
de hojas, pero desde el dia 11 al 32 el crecimiento fue lineal en donde el dia 18 el
rango fue de 2,05 hojas siendo del T21 y en el dia 32 el mayor nimero de hojas lo

presento el T22 con 2,80 hojas en promedio del tratamiento.

Tabla 22

Matriz de correlaciones de las variables evaluadas.

Numero de Color de

Altura Hojas Contaminacion Hojas
Correlacion Altura 1,000 ,922 -,303 ,053
NUmero de Hojas ,922 1,000 -,169 -,037
Contaminacién -,303 -,169 1,000 -,362
Color de Hojas ,053 -,037 -,362 1,000
Sig. Altura ,000 ,046 ,387
(unilateral) Numero de Hojas ,000 177 ,420
Contaminacién ,046 177 ,021

Color de Hojas ,387 420 ,021

a. Determinante = ,105
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En la tabla 22 se demuestra la matriz de correlaciones donde existe entre
Numero de hojas y Altura una correlacion con 0,922 esto quiere decir que mientras
MAas cercano a uno existe una correlacion entre estas variables, donde claramente
se puede analizar que los brotes mientras mas altura tuvieron mayor nimero de
hojas presentaron estos, un claro ejemplo es el de los tratamientos T21 Y T22 donde

el numero de hojas de estos fue de 2,65 y 2,80 respectivamente evidenciando una

correlacion.

Figura 19

Componente en espacio rotado de las variables evaluadas.
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En la figura 19 se demuestra en cada componente las variables, donde el
componente 3 adjunta las correlaciones entre Altura y Numero de hojas esto quiere
decir que a mayor altura de los brotes de los explantes esta correlacionado
directamente al mayor nimero de hojas de los brotes y para las variables color de
hojas y contaminacion se observa un distanciamiento entre los componentes donde

no existe una correlacion dentro del espacio rotado.
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Capitulo V
Discusion
Con respecto al factor A (Zeatina)

(Arista Bustamante, 2019) En el ensayo realizado presenta que el nimero de
hojas también esta relacionado directamente con las concentraciones de zeatina de
tal manera que los tratamientos que presentaron una concentracion en el medio de
cultivo de 4 mg/L de zeatina tienen un promedio de nimero de hojas de tres a dos
hojas por planta. En la figura se observa que la concentracion de zeatina de 3 mg/L
tiende a tener un promedio de nimero de hojas de una a dos por explante de tal
manera concuerda con el ensayo realizado de Arista Bustamante, 2019 con las
concentraciones de zeatina, de tal manera que donde la concentracion de zeatina es
de 0 mg/L el nimero de hojas es de cero.

Con respecto a la variable altura la concentracién que obtuvo mejor resultado
en longitud fue la de 3 mg/L teniendo una media de altura de 8,12 mm cémo y con
las concentraciones de 0 mg/L de zeatina presento una media de altura de 1,75 mm
con la mayor concentracion de zeatina la cual fue de 4,5 mg/L presento la altura
media de 3,25 mm reflejando que la concentracion de zeatina adecuada para un
crecimiento optimo y la planta aproveche la hormona es de 3 mg/L. (Lerma
Bocanegra, Garcia, Nifio Fandifio, & Diaz Escobar, 2019) menciona que con una
concentracion de zeatina de 3 mg/L obtuvo una altura de 17, 99 mm siendo una de
las mejores alturas con dicha concentracion de zeatina.

En la variable de contaminacion refleja que la concentracién de 4,5 mg/L
llego a obtener una media de 0,3 unidades experimentales contaminadas de un total
de cuarenta. De tal manera la contaminacion fue baja para el ensayo que se realizé
y teniendo la concentracién de zeatina de 1,5 mg/L una media de 0,075 unidades

experimentales contaminadas.
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Con respecto al factor B (pH)

(Toro, 2009) En la investigacion que presenta demuestra que los niveles de
pH influyen en el crecimiento directo siendo un pH de 5 con las distintas variedades
gue evaluaron muestran un mejor crecimiento teniendo menor altura los que
presentaron pH de 6. En esta investigacion el pH de 5 presento una altura media de
7,67 mm presentando diferencia significativa con el pH de 4 presentando una altura
de 2,36 de tal manera que las plantas de arandano son afines a los pH acidos dentro
de un rango de 4,5 a 5 para obtener un buen crecimiento si el medio del cultivo se
vuelve més acido o alcalino separado de estos rangos el crecimiento longitudinal de
los brotes de las plantas serd menor.

Con la variable numero de hojas el pH de 5 influyo en la presencia de hojas
teniendo en cuenta también que existe una correlacién entre la altura y el nUmero de
hojas a mayor altura mayor nimero de hojas. Presentando una media de 1 hoja con
el pH de 5y el de 4 presento la media de 0,14 con el pH de 5,5 se observé una
media de 0,34 de terminando que el pH del medio de cultivo donde se realiza la

multiplicacién in vitro es uno de los factores principales a considerar.

Con respecto al factor C (Fotoperiodo)

(Toro, 2009) en su investigacion mencionan que fotoperiodo de 10 dias de
oscuridad en explantes de arandano el sistema de crecimiento de los brotes tuvo un
mejor resultado en cuanto a crecimiento y calidad de brotes, mejor vigor en los tallos
ademas el crecimiento entre brotes de cada explante fue mas regular se corrobora
esta investigacion ya que en 8 dias de oscuridad se tuvo una diferencia significativa
en la altura de los brotes de los explantes teniendo mejor crecimiento, mayor vigor y
un color éptimo de acuerdo a su crecimiento, teniendo asi para la primera semana
con un promedio de 0.35 mm en comparacion a los 15 dias de oscuridad donde la

altura promedio fue de 0.21 mm.



67

El color del brote de arandano tiene un color verde con un fotoperiodo de 16
horas luz 8 horas oscuridad como lo menciona (Quispe, 2019), corroboramos esta
informacidn con nuestra investigacion ya que los explantes expuestos a el mismo
rango de fotoperiodo mencionado se obtuvo un color verde (GY30) al tercer dia de
haber cumplido los 8 dias de oscuridad de los explantes sin embargo no existe
informacion sobre un mayor nimero de dias en oscuridad de explantes donde en
nuestra investigacion se pudo notar que pasados los 8 dias hasta el dia 15 los
brotes de los explantes presentaban un color verde claro (GY40) y puestos en
fotoperiodo de luz-oscuridad demoraron mas dias en volver a tomar un color de
(GY30) esto se debe a la mayor cantidad de actividad fotosintética que el tamafio del
brote tiene que elaborar clorofila hasta normalizar su color adecuado para tener las

condiciones 6ptimas de crecimiento y vigorosidad.

Con respecto a lainteraccion del Factor A*B (Zeatina*pH)

(Lerma Bocanegra, Garcia, Nifio Fandifio, & Diaz Escobar, 2019) En su
investigacion menciona que la mayor altura que obtuvieron se realizé con una
concentracion de Zeatina de 2 mg/L, con un pH del 4,8 considerandolo acido con
una media de altura de 30,99 mm, teniendo también el de menor altura la que no
presenta ninguna concentracion hormonal de zeatina con 12,07 mm de longitud y
presentando con la mayor concentracion de Zeatina de 3 mg/L con pH de 4,8 reflejo
una longitud de 17,99 mm, en un periodo de sesenta dias. En la Figura 21 se
observa que el tratamiento que indicé una mayor altura es el medio de cultivo que
tenia un pH de 5 y la concentracién hormonal de zeatina es de 3 mg/L presentando
una altura promedio de 16,20 mm, al mismo tiempo donde no presenta
concentracion hormonal sin importar el pH del medio de cultivo se mantiene una
altura homogénea en la cual es de 2 mm como punto méaximo de longitud, el resto

de tratamiento con la concentracion de 3mg/L de zeatina diferenciando los pH de 4,
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4,5y de 5,5 presentaron una altura homogénea con medias de longitud de 5 mmy 7
mm, respecto a las concentraciones de zeatina de 1,5 mg/L con pH de 5 es
considerado el segundo mejor tratamiento y la concentracién de 4,5 mg/L mantiene
una altura similar al resto de tratamientos dando a entender que el pHy la
concentracion de la zeatina en la variable de altura es fundamental para tener un

mejor desarrollo longitudinal en la multiplicacién in vitro.
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Capitulo VI
Conclusiones

Con respecto al factor A (Zeatina)

La altura se vio reflejada directamente con la concentracion de 3mg/I
de Zeatina donde esta fue mejor a comparacién del resto de concentraciones
siendo esta la media de 8,11 mm de altura.

El nimero de hojas con una concentracion de 3mg/l de Zeatina reflejo
una media de una hoja teniendo mejor resultados a diferencia de las otras
concentraciones de Zeatina, ademas esta concentracion indico un limite
superior de seis hojas con la misma concentracion de Zeatina

La contaminacién con una concentraciéon de 4,5 mg/l de Zeatina tuvo
un mayor porcentaje de medios contaminados siendo este de 0,3 frascos de
un total de 40 unidades experimentales que pertenecian a esta concentracion

de Zeatina.

Con respecto al factor B (pH)

La altura tuvo incidencia respecto al pH donde el mejor nivel reflejado fue pH
de 5 con una media total de 7,67 mm siendo el mejor nivel, el pH de 4 que present6
una media de 4,64 mm siendo igual al pH de 4,5 respecto a la altura del brote.

Respecto a la variable nimero de hojas respecto del pH el mejor fue con un
nivel de pH de 5 con una media de 1 hoja con un limite superior de 5 hojas por este

nivel.

Con respecto al factor C (Fotoperiodo)

Existi6 una diferencia de altura respecto del fotoperiodo entre la semana uno

o toma inicial el cual con un fotoperiodo de 8 dias en oscuridad es mejor, teniendo
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0,35 mm de altura a comparacion de 0,21 mm con 15 dias de fotoperiodo esto
demuestras que mientras mas rapido los brotes empiecen a tomar luz la actividad
fotosintética se activara y ganara altura mas rapido.

Para el color de brote el mejor fotoperiodo fue de 8 dias en oscuridad ya que
el promedio fue de 3,625 siendo este que los brotes tuvieron un color verde esto se
evidencia porgque estos explantes recibieron mas rapido la luz por lo cual su
actividad fotosintética acelero el proceso de la fotosintesis dandole un mejor color a

los brotes.

Con respecto a la interaccién del factor A*B (Zeatina*pH)

Para la altura inicial Con una concentracion de 3mg/l de Zeatina y a un nivel
del pH de 5 se tiene una media de 0,55 mm contra una concentracion de O0mg/l con
un nivel de pH de 4 con una altura media de 0,16 mm teniendo siendo la
concentracion de 3mg/l la mejor en cuanto a la altura inicial de los brotes.

En cuanto a la altura de los brotes los que presentaron mejor resultado
fueron los tratamientos T21 (3mg/L Zeatina+ pH 5+Fotoperiodo de 8 dias) y el T22
(3mg/L Zeatina+ pH 5+Fotoperiodo de 15 dias) llegando a tener una altura promedio
de 16,20 mm teniendo en cuenta que tanto el pH como la zeatina presentaron una
interaccion entre ellas de esta manera se entiende que el fotoperiodo no influye en la
altura de los brotes de arandano mientras que la zeatina y el pH juegan un rol
fundamental para el crecimiento longitudinal, en cuanto los tratamientos que no
presentaron resultados 6ptimos fueron aquellos donde no hubo aplicacién de
zeatina y su altura llego a ser de un promedio de 2 mm aunque el pH varié, la
zeatina tiende a reaccionar diferente con distintos niveles de pH pudiendo este
optimizar la hormona para el crecimiento de los brotes o retardar el desarrollo
longitudinal de los brotes de arandano la concentracion de zeatina que presento

mejor resultados en los distintos pH fue de 3 mg/L.
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Recomendaciones

Se debe tomar el material vegetal para la propagacién de plantas madres
fisioldgicamente sanas y productivas ademas previo a la recoleccién se debe hacer
un tratamiento fangico de las plantas una semana antes para reducir el riesgo de
contaminacion en laboratorio estos productos pueden ser vitavax + phython,
fungicida més un sulfato de cobre pentahidratado que tiene accion bactericida.

Para el protocolo de desinfeccion en la zona trépico himedo hacer una
desinfeccion extra fuera del cuarto de siembra previo al ingreso a la camara de flujo
esta desinfeccidn se debe realizar con un ingrediente activo que contenga carborxin
+ captan 1,5 ml/L mas un sulfato de cobre pentahidratado de 0,66ml/L para reducir
el porcentaje de contaminacion debido al ecosistema ambiental de la zona a la que
esta ejecutada la investigacion.

Elaborar un protocolo de desinfeccién de acuerdo a la zona climética en la
gue se esté trabajando ya que esto incide mucho en la propagacion y problemas de
contaminacién del material vegetal ya sea ambiental o vegetativo

Es mejor hacer propagacion a partir de un subcultivo o repique ya que la
siembra en la etapa de establecimiento de los explantes se tiene un alto porcentaje
de contaminacion incluso luego de los 20 dias con un explante ya emergido se
presenta problemas de contaminacion porque los tejidos celulares de la planta son

portadores de ciertos hongos patégenos.
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