umvmsumu DE LAS FUERZAS ARMADAS "\ £
l'..v.‘l‘. 'l.‘ ) IltlL!'ClA

@ESPENS

Evaluacion del efecto de luces LEDs en el desarrollo morfogénico y fisiolégico in vitro de Fragaria x

ananassa variedad Monterrey

Fernandez Catota, Gabriel Andrés
Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria Agropecuaria
Trabajo de titulacion, previo a la obtencién del titulo de Ingeniero Agropecuario
Ing. Landazuri Abarca, Pablo Anibal, Mgtr.

4 de Julio del 2023



BESPE N

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS 17 0 %

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria Agropecuaria

Certifico que el trabajo de titulacion: “Evaluacién del efecto de luces LEDs en el desarrollo
morfogénico y fisiolégico in vitro de Fragaria x ananassa variedad Monterrey” , fue
realizado por el sefior. Fernandez Catota, Gabriel Andrés: el mismo gque cumple con los
requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodologicos establecidos por la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su totalidad por la
herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos; razén por la cual me permito

acreditar y autorizar para que se lo sustente publicamente.

Sangolqui, 4 de julio del 2023

!r:l.mh lecErinlcament e gar

FPABLO ANIBAL
: LANDAZURI ABARCA

Ing. Landazuri Abarca, Pablo Anibal, MSc.
C. C 1708262348



Resultados de la herramienta para verificacion y/o analisis de similitud de contenidos

AT, 1352 TESIS

Informe de originalidad

HOMDAL DEL CURSD
TESIS 2023 UTITULACKON

NOWRRE DEL ALLIEND

GABRIEL ANDRES FERMAMDEZ CATOTA

HOWBRE DEL ARCHIYD
Proyecto Tiulackbn Ferndnde? does

SE mA CROADD L iINFORME
4 jul 2023

Resumen
Fragrsnins marcadog
Fragmenios ciados 0 enrecomillades o

=
&+

Csncadnciad. O I VWb
ressarchgate el 1

1 Paagreata
Fragmento dal slumno kb

Trabajo de thalackde, previo o la sbtenclsn del titubs de Ingenisns Agropecuaric

Mejor concidenca &n 1 Wab

DEPARTAMENTO DE CIEMCIAS DE LA WVIDA ¥ DE LA AGRICULTURA CARRERA DE INGEMERIL AGROPECUAR LA TRABAJID DE TITULACKN, FREVIO & LA
OB TENCION DEL TITULD DE INGEMIERD AGROPECUARIO TEMA “IDENTIFICATION, .

Figires -
ResaarchiGrs pima

Fircmdo sLectrinicasenTa [or:

PABLO ANIBAL

Ing. Landazuri Abarca, Pablo Anibal, MSc.
C.C. 1708262348



HESPE s

UNIVLRSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS “"-\al""'\

IS TAT I FARA LA EXNCELENGIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria Agropecuaria

Responsabilidad de Autoria:

Yo, Fernandez Catota, Gabriel Andrés, con cédula de ciudadania No 1720485778, declaro
que el contenido, ideas y criterios del trabajo titulacion: “Evaluacion del efecto de luces
LEDs en el desarrollo morfogénico y fisiolégico in vitro de Fragaria x ananassa
variedad Monterrey”, es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos
legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodoldgicos establecidos por la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciando

las citas bibliograficas.

Sangolgui, 4 de julio del 2023

<
% %cﬁ@
{

Fernandez Catota, Gabriel Andrés
C.C. 1720485778



GESPE ¢

UNIVERSIDAD DE LAS FULALAT ARMADAS .ﬁﬁ
IHMDVAC SN FAEE LA EEEFLEMEIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria Agropecuaria

Autorizacion de Publicacion:

Yo, Fernandez Catota, Gabriel Andrés, con cédula de ciudadania No 1720485778 autorizo
ala Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacion: “Evaluacion
del efecto de luces LEDs en el desarrollo morfogénico y fisiolégico in vitro de Fragaria
x ananassa variedad Monterrey"” en el Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas y

criterios es de mi responsabilidad.

Sangolqui, 4 de julio del 2023

Ferﬁéndez Catota, Gabriel Andrés
C.C 1720485778



Dedicatoria

Quiero dedicar el presente trabajo de tesis a DIOS, ya que su infinita sabiduria impartida a lo largo de mi

investigacion, me permitié desarrollar mi proyecto con gran determinacién.

Dedico de manera muy especial mi proyecto de tesis a Ml MADRE MARTHA, su apoyo y amor incondicional
gue me brinda dia a dia, fue fundamental para la conclusién de este trabajo. Fuiste el pilar mas primordial
e importante durante toda mi carrera e investigacion y esta, es mi manera de rendirte HONORES y
mostrarte mi respeto y amor hacia Tl. Este logré es fruto de tu esfuerzo y sacrificio, y te lo dedico

plenamente a Tl, pues eres la razén de mi éxito.

A mi familia (PADRE — MADRE — HERMANO), quienes supieron compartir y brindarme el apoyo necesario,
para llevar a cabo la finalidad de mis estudios, su ayuda me permitié obtener la oportunidad de obtener

una educacion y lograr desarrollarme profesionalmente.



Agradecimiento

Expreso mi total agradecimiento a Dios y mi Familia, su apoyo y colaboracidn para con mi persona, son el
impulso necesario que me permiten conseguir grandes resultados en todo momento, su sabiduria
impartida, me ha permitido forjar un criterio con principios estoicos, en constante desarrollo, para asi, no

abdicar ante las dificultades que se imponen en el camino.

Expreso mis agradecimientos a los docentes participantes de esta investigacidn, ya que estuvieron a lo largo
de mi proyecto de titulacién, quienes supieron impartir sus conocimientos hacia mi persona,

permitiéndome orientar de mejor manera y lograr con éxito la finalizacion de mi tesis.

GRACIAS.



indice de contenidos

(671 1 (] - P TP VPSPPSR 1
16T o ) {Tor- Tol o o [T TP PSP PRTOUSOTOPRTO 2
Resultados de la herramienta para verificacion y/o andlisis de similitud de contenidos............ccccceeveeeeneens 3
T oo e 1Y- | o1 Te F=To e [ UL oY - O USRSt 4
AUtOrizacion de PUDBIICACION........uii it e e e e e e e st e e e e e aba e e e seabtee e eeabeeeeennneeeeennrenas 5
[D]=To [or: o] g T- [ TP P PP PP RPN 6
=T L= T 01 =T o o J SRR EP 7
INAICE @ CONTENMIAOS .....cecvvvveececectcte ettt ettt e a ettt s s s e st et sen s ss s et et et s s anasseses s s snasaesesesanas 8
INAICE A 1ADIAS ...ttt et a ettt a et e st et en e asa et et et s s s s et et s s s et s seas 12
RS L= LSl {U L5 L3OO 13
(LT[ 1= o PP U POTPPPTTN 14
Y o131 T PP S PP PR URTOPON 15
(o7 i U o OO 16
(1 2] 01U Ll o OO 16
F L= Tol<To 1= PP PRTRPPTOTPRTPPTOS 16
JUSHTIFICACION ..ttt b e bt st e st e et b e e bt e s bt e saeesabeebeesbeesbeesanenas 18
(0] oY [ 81V Ze L3RR 18
(0] o T[S A A e =T o112 | PSP 18

(0] o 1A A e I =T o= oo L3RRS 19

[ LT oY 1= 13 SRR 19

Lo Y1 LU 1o 20
MARCO REFERENCIA ......cetiiiiiiiiiiunieeeisiisiissisasteessssesssssassese s s ssssssssssasse e s s s ssssssssanseesessssssssssssnssenssssssns 20
(O] gT= = oI [N I =Y (OO UTRTURPR 20



RAICES ettt ettt ettt ettt e bt e s bt e e bt e e s h b e e s b et e h bt e st e e e bee e e b et e bt e e eatee s beeesabee e beeeaneeesareeenn 20
- 11 T TP P R VOTOTOURPRRINt 21
[ (o ] = 3N 21
[ o] (o] o T=T PSPPSR PP 21
FIOTS ettt et h e s bt et st b bt b e sh et et et e e bt e e b e e sae e et e e bt e b e e beeeneeeaeeennean 21
[ U1 o TP PP OPPTT PP 22
ClasificaCiON TaXONOMICA. ...couviiiiiieeiteeiee ettt st sttt ettt e s bt e she e s ate st e et e e be e bt e smeeemeeenseenrean 22
Micropropagacion de PIAaNtas .....cueeiicciiieiieiee ettt e e s ee e e e s e e e e e e e e be e e e e e raeeeenaraeas 22
Y ol eYeTgeT o -2 [ (oY Mo [ { o cFY- SRR 23
MEAIO B CUIIVO .ttt et ettt e sa e s bt e e st e s bt e e sabeesabeeesabeesabeeesabeesabaeesaseens 23
COMPONENTES OIZANICOS ..vvvieiiiiiieieiieeeeeiieeeeeetteeesettreeesauteeeesassaeeesassreeeasssseeessssaeesssssseesssssseessssssenessssseeennn 24
(00T 00 o T0 =T o 1 g a1 01T =1 1= SRS 24
AV =100 Y g TR VA 11 g 1T s [o T= el e [o T3S UPT 24
REgUIAOres de CrECIMIBNTO ...cccuiiee ettt e e et e e e et e e e et ae e e e e abeee e e abaeeeesnbeeeeeensteeeennrenas 25
LAY 0D ] = OO P PP OPPPRRTOPPPRPTOR: 25
LO1 (o Yol 1o - [ O TP PP OPPRT PP 25
GIDEIEIINGS ...ttt b et s a et s ae e et e e bt e bt e s b e e sat e e at e sabe e be e be e bt e nbeesheeenteentean 25
Etapas de |a MiCroproPagacion.........cccieiiicciiii it e e e etre e e e ste e e e e sabae e e esabaee s esabaeeeennreeas 26
Etapa 0: Seleccion del material VegetatiVo ........ccccuueiiiiiiiiicceec et 26
Etapa 1: Establecimiento del CURIVO .....c..ueii it 26
Etapa 2: Multiplicacion del CUIVO..........uvii i e e e 26
[ To I T Y =T = g 11T 1o RN 26
Etapa 4: ACHMATACION ....uiiiiiieeeeeeee ettt e et e e et e e e e s tr e e e e e abeeeeeabeeaeenteeeeennseeaeennseeaeennreens 27



La luz e iImportancia €n 1as Plantas ........ceeieiiiiiieiiie e e s s e e e s s ae e e e e 27

(U7 T o I T o - T - Y- PSPPI 27

[ 0=TolT o] o g = e [N [U 2SRRI SRR 28
EMISIONES 0 TUZ...cneiiieie et sttt e bt e s b e st st et e b e beesbeesaeeeneeen 28
Proporciones de luz y su efecto en 1as Plantas.........ceeccuieeeeiieic e e 29
(o7 U 0 OO 30
MATERIALES Y IMETODOS........couiuinittieisencsitssssesestsssssssesstssssssessstssssssessstssssssssestasssssssesssssssssnessassssses 30
Ubicacion de 1@ INVESTIZACION .........eii ittt e e e e et e e e e eabe e e e e abaee e eearaeeeennrenas 30
IVIEEOTOS ...ttt ettt ettt ettt ettt et e sttt e bt e e s ab e e sttt e sabe e s bt e e sabeesabeeesabee s be e e anbee s beeesabeesbeeeaareesbeeesabeenn 31
Obtencién del material vegetativo (Fragaria x ananassa variedad Monterrey)........ccccocvveeeeecrveeeennen. 31
Desinfeccion del material VEZetatiVo........uiiiciiiiicecc e 31
Preparacion del medio para la etapa inicial y siembra de explantes .......ccccceeeeeeciiieeeeeieecccciieeeee e, 31
Preparacion del medio para la etapa de multiplicacion y siembra de explantes.......cccccceveeciveeennneen. 32
Preparacion del sustrato de enraizamiento y siembra de explantes .......ccccccoveeeccieeeecciieeecciee e, 32
DiSEN0 AeI EXPEIIMENTO ... ..tiiieiiieee ettt ee e e e et e e e e et e e e e et e e e e eebeeeeeeabeeeeeeabaeeeeantaeeaeaseseeeanstneeennsenns 32
Caracteristicas de la unidad eXperimental..........c.cocvie i e e 33
Croquis del disefo eXPeriMENTAl .........coccuiiiiiiiiee et e et e e e ebe e e e e rabe e e e e enrae e e e areeas 33
ANBLISIS @STATISTICO .euteetiiiiiieii ettt ettt e bt s be e s at e et e e bt e be e s bt e sae e sat e st e eabeeneeas 34
Variables medidas en las etapas de multiplicacion y enraizamiento del cultivo in vitro de fresas.......... 34
Etapa de multiplicacion del cultivo in Vitro de fresas .......ueivcveee e 34
Etapa de enraizamiento del cultivo in Vitro de fresas.......ccccveeeiiciiii i 34
Medicién del contenido de clorofila en la etapa de enraizamiento del cultivo in vitro de fresas ....... 35

Lo Y1 LU 1o 36
RESULTADOS Y DISCUSION. .......ceeiueererrrerreenseesseeseesssessesssesssessessssssesssssssssssessessssssesssessssssesssessasssssssassaes 36

10



(ST 7= o Lo LR 36

(S o - I o [0 0 0 TV ] LT o] [ Tor= ol [ ] o FON PP 36
T o L= T 1Y 01 =] o o PSPPSR 37
DISCUSION ...ttt ettt b e s bt e s bt e s at e ea s e et e e bt e sbeesatesabeea bt e bt e b e e abeesaeeeateebeenbeesaeesanenas 42
(o7 U 0 O a5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiisississ s ssssssssssssssssssssssssssssssssssse s 45
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt ettt ettt e bt e s bt e she e s at e e at e et e e bt e eb e e saeesateeabeembe e bt ebeeabeesmeeeaseentean 45
RECOMENAACIONES ...ttt ettt sht ettt e bt e s bt e s bt e sabe st e e bt e b e e bt e sbeesaeesaseeateenbeesbeesaeenas 46
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s e sttt et et et et et st st et et et et et et et eses et esssesssnas s s s s s esasaes 47

11



indice de tablas

Tabla 1 Ecuacién para la obtencién de clorofila (Umg. mI™1) ..o 35
Tabla 2 Influencia de diferentes combinaciones de luces LED’s en: Longitud de explantes, nUmero de

hojas, total de explantes y coeficiente de multiplicacion en explantes de Fragaria x ananassa

Var. MONTEITEY IN VITFO. .o 36
Tabla 3 Influencia de diferentes combinaciones de luces LED’s en: Longitud de raices, numero de

raices y porcentaje de enraizamiento en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey

L1 g TRV 1 1 o PP PPPPRUPTTPPPR 38
Tabla 4 Influencia de diferentes combinaciones de luces LED’s para clorofila a, clorofila B y clorofila

total de la etapa de enraizamiento en Fragaria x ananassa var. Monterrey in Vitro .........cc........ 39

12



indice de figuras

Figura 1 Visidn satelital del lugar del estudio experimental.........ccccvveiieiiiriiie s 30
Figura 2 Croquis del diseNo eXperimental.........ooccieiiiiiiiicee e e ree e s 33
Figura 3 Porcentaje de enraizamiento en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro

bajo la Influencia de diferentes combinaciones de luces LED'S. ......ccccveeeeiiieeeeiiveeeeiireeeecnneeens 38
Figura 4 Influencia de diferentes combinaciones de luces LED's para la cantidad de clorofila a,

clorofila B y clorofila total en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro

mediante el extractante etanol @l 95% ......ccueirieeiciiiiiie et e 39
Figura 5 Efecto de luces LEDs en el desarrollo morfogénico y fisioldgico in vitro en la

micropropagacion de Fragaria X ananassa var. MONLEITEY......ccuceceeeeeceinereiee e eeresseseeees 41

13



Resumen
Durante la micropropagacion, existen factores que intervienen en los procesos metabdlicos de las especies
vegetales, un factor primordial es la luz, ya que permite el desarrollo morfogénico y fisiolégico en explantes.
En esta investigacidn el objetivo fue evaluar el efecto de diferentes espectros de luces LEDs en el desarrollo
morfogénico vy fisioldgico in vitro de Fragaria x ananassa variedad Monterrey. Se cultivaron asi, explantes
de fresa (estolones) para las etapas de multiplicacidon y enraizamiento aplicando tratamientos de luz LED
blanca (T0), luz LED azul (T1), luz LED roja (T2) y la combinacién de luces LED azul-roja (T3) con longitudes
de onda de 40 umol.m~2.s~ 1. Se evaluaron variables de longitud de explantes y raices, nimero de hojas y
raices, porcentaje de enraizamiento y clorofila a, B y total. El disefio fue un DCA, con 4 repeticiones por
tratamiento y cuando hubo diferencias significativas entre tratamientos se compararon con la prueba de
Tukey (p<0.05). Se calculd la media + desviacidn estandar de las variables. Se evidenciaron resultados
6ptimos al aplicar luces LEDs rojas en F. x ananassa, obteniendo valores superiores de longitud de explantes
de 5.38 cm, nimero de hojas 18.50, longitud de raices 3.70 cm, nimero de raices 15.00 cm, enraizamiento
del 91.67%, clorofila a, B y total 29.67; 47.07; 76.74 pmg.ml~1, en relacién al testigo. La aplicacién de
luminarias LEDs del espectro rojo son una alternativa eficaz para el aporte éptimo de luz en explantes de

Fragaria x ananassa var. Monterrey ya que promueven procesos morfogénicos y fisioldgicos in vitro.

Palabras clave: MICROPROPAGACION, DIODOS EMISORES DE LUZ, EXPLANTES, IN VITRO.
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Abstract
During micropropagation, there are factors that intervene in the metabolic processes of plant species, a
primary factor is light, since it allows morphogenic and physiological development in explants. In this
research, the objective was to evaluate the effect of different spectrums of LED lights on the in vitro
morphogenic and physiological development of Fragaria x ananassa variety Monterrey. Strawberry
explants (spurs) were cultivated for the multiplication and rooting stages applying treatments of white LED
light (TO), blue LED light (T1), red LED light (T2) and the combination of blue-red LED lights (T3) with
wavelengths of 40 pmol. m~2.s L. Variables of explant and root length, number of leaves and roots, rooting
percentage and a, B and total chlorophyll were evaluated. The design was a DCA, with 4 repetitions for
treatment and when there were significant differences between treatments they were compared with the
Tukey test (p<0.05). The mean % standard deviation of the variables was calculated. Optimal results were
evidenced when applying the red LED light in F. x ananassa with higher values of explant length of 5.38 cm,
number of leaves 18.50, length of roots 3.70 cm, number of roots 15.00 cm, rooting of 91.67%, chlorophyll
a, B and total 29.67; 47.07; 76.74 umg.ml™1, in relation to the control. The application of red spectrum LED
luminaires are an effective alternative for the optimal supply of light in explants of Fragaria x ananassa var.

Monterrey since they promote morphogenic and physiological processes in vitro.

Keywords: MICROPROPAGATION, LIGHT-EMITTING DIODES, EXPLANTS, IN VITRO.
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CAPITULO I
INTRODUCCION
Antecedentes

El cultivo de fresa (Fragaria sp.) es una especie fruticola consumida por variedad de personas en
todo el mundo, siendo un cultivo de gran aceptacidn, su fruto posee un gran contenido de vitaminas
acompafiado de un agradable sabor. En Ecuador se ha realizado la implementacion de este cultivo a
campo abierto contribuyendo a la soberania alimentaria del pais y se ha incorporado nuevos métodos de
produccién, aplicando tecnologias de micropropagacion o cultivo in vitro, permitiendo asi un eficiente
desarrollo y crecimiento de fresas (Lema & Chiqui, 2010).

Al existir diversidad de técnicas que se emplean para la produccidn de cultivos, la
micropropagacion o cultivo in vitro, hace referencia al desarrollo de células vegetales que son cultivadas
en condiciones de asepsia en un medio de cultivo que contiene una composicidon quimicay es
desarrollado en condiciones ambientales reguladas y controladas. Esta técnica permite obtener material
genético de alta calidad permitiendo la conservacién genética de especies vegetales, produccion de
plantas de calidad superior y plantas que presentan mayor resistencia y tolerancia a factores de estrés
entre otras (Bures et al., 2018).

Se han encontrado diversos estudios que demuestran la aplicacion de LEDs en la
micropropagacion, particularmente se ha encontrado mayormente cultivo in vitro de especies
ornamentales y se ha destacado principalmente en consideracidn cultivos referentes a orquideas,
crisantemos, Sapathyphylium y Zantedechias (Bures et al., 2018).

Massa et al. (2006), demostraron eficazmente la aplicacién de luminarias LEDs en diferentes
cultivos como espinacas, lechugas, rabano y trigo. Generalmente cerca del 15% de luz azul que se
necesita para el crecimiento normal de las plantas, y sus rendimientos han sido alcanzados, comparables

al crecimiento en condiciones de luz blanca.
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La produccién de plantas de fresa se realiza en campo, sin embargo, se puede mejorar mediante
el uso de micropropagacion, disminuyendo la posibilidad de enfermedades o agentes contaminantes que
se presentan en condiciones exteriores de produccidn, es por ello que se presentan varias alternativas,
Bures et al. (2018), disefiaron un sistema de luces fluorescentes de manera tradicional, que presentd
desventajas en este tipo de luces, ya que, generan un alto consumo de energia y produce una amplia
gama de longitudes de onda, innecesarias y dafiinas para el desarrollo de las plantas.

Se ha realizado micropropagacién de fresas en laboratorio, controlando asi, condiciones de
caracter fisico-quimicas, nutricionales y ambientales. Los sistemas tradicionales de iluminacidn han
presentado limitaciones respecto a la calidad de luz espectral, por lo que el uso de luces LEDs empleados
en los sistemas de produccién, permiten a los fabricantes generar luminarias con capacidades de luz
espectral especializadas, disponiendo de esa manera altas eficiencias de conversién fotoeléctrica,
intensidades de luz necesarias para cada cultivo y bajos rendimientos acorde a costos de produccién.
Ademas, en la micropropagacion se ha considerado un factor clave que es la fijacién de carbono, ya que
las plantas, utilizan la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) para aportar una adecuada calidad de luz
e intensidad necesaria para la realizacion efectiva de procesos fotosintéticos (Navarro, 2013). Al aplicar
herramientas de iluminacién LEDs, se permite obtener una alternativa efectiva de fuente de luz para
promover adecuados procesos fotosintéticos y que influyen en la morfogénesis de especies vegetales,
permitiendo asi, un adecuado desarrollo y crecimiento de explantes cultivados via in vitro (Ramos &
Ramirez, 2016).

En la Carrera de Ingenieria Agropecuaria se han realizado estudios con el uso de LEDs en cultivo in
vitro de mora, encontrando que la combinacién de las luces, fueron especificas para cada fase de la
micropropagacion (multiplicacion luz verde y enraizamiento luz blanca fluorescente y luz LED azul), que

incrementaron los parametros de calidad de planta, multiplicacion y enraizamiento (Moya, 2019).
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Justificacion

Las plantas necesitan de la luz para poder realizar todos sus procesos vitales, principalmente
procesos fotosintéticos, por ende, es necesario la radiaciéon luminica proveniente de la luz del sol, que es
utilizada por la molécula de clorofila y que influye directamente en procesos morfogénicos en las especies
vegetales. El uso de luces LEDs como una fuente de radiacién luminica para las plantas ha permitido tener
un gran potencial, ya que permite promover el crecimiento vegetativo, regula procesos de floracién de
variedad de plantas y permiten promover un mayor poder de emision de longitudes de onda especificos
para realizar procesos metabdlicos en las plantas.

La produccién de plantas de fresa se realiza tradicionalmente por reproduccién asexual: por
estolones y coronas, que por malas practicas de manejo han facilitado la transmisién de enfermedades
tales como Pestalotia sp, Fusarium oxysporum, Verticillum sp, entre otros. Una alternativa para emplear
en la produccidn de fresas es la micropropagacién incorporando luces LEDs, ya que emiten longitudes de
onda especificas para las plantas. En este sentido, los LEDs se pueden ajustar para solo producir los
espectros que las plantas necesitan para las respuestas morfogénicas, a su vez, permiten una efectiva
exposiciéon de luz con respecto al periodo de exposicién, mejor desarrollo y calidad de plantulas, control
sanitario del material vegetativo, produccion intensiva de fresas en menor tiempo, disminucién de costos

energéticos y un control efectivo de agentes biolégicos contaminantes (Canal, 2001).
Objetivos

Objetivo General
Evaluar el efecto de luces LEDs en el desarrollo morfogénico y fisiolégico in vitro de Fragaria x

ananassa variedad Monterrey
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Objetivos especificos
e Cuantificar el efecto que producen las luces LEDs del espectro blanco, rojo, azul y combinacién
azul-rojo sobre el desarrollo morfogénico y fisioldgico en explantes in vitro de Fragaria x
ananassa variedad Monterrey en las etapas de multiplicacidn y enraizamiento.
e Medir la cantidad de clorofila en los explantes in vitro de Fragaria x ananassa variedad Monterrey
expuestos a las luces LEDs blanca, roja, azul y combinacién azul-roja en la etapa de enraizamiento.
e Determinar el porcentaje de enraizamiento en los explantes in vitro de Fragaria x ananassa
variedad Monterrey.
Hipdtesis
HO: Las luces LEDs no influyen en el desarrollo morfogénico y fisiolégico de los explantes in vitro
de Fragaria x ananassa variedad Monterrey.
H1: Las luces LEDs influyen en el desarrollo morfogénico y fisioldgico de los explantes in vitro de

Fragaria x ananassa variedad Monterrey.
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CAPITULOII
MARCO REFERENCIA
Origen de la fresa

La fresa ha evidenciado diferentes formas nativas que se encontraban adaptadas a diversidad de
climas alrededor del mundo, con algunas excepciones (Asia, Africa y Nueva Zelanda). En el afio de 1400 se
reporta que era cultivada en laderas del Sur de los Alpes, esta era conocida como la forma “Alpina”. En
1600 se reporto el cultivo de Fragaria moschata, esta variedad tuvo la particularidad de ser transportada
hacia América del Norte (Costas del Este), donde presentd una adaptacion considerable. En el afio de
1614 fue descubierta por vez primera por Alfonso Ovalle en Sudamérica, propiamente en el pais de Chile
cerca del afio de 1614 en una comunidad llamada Concepcion. En Ecuador se registran los primeros
reportes por el padre Gregorio Fernandez, reportando la variedad Fragaria chiloensis (Cafial, 2001).

La fresa es una planta de caracter herbaceo y es perteneciente a la familia de las Rosaceas,
propiamente del género Fragaria. Alrededor del mundo se han encontrado mds de 1000 variedades
existentes de fresas, ya que permite una efectiva capacidad de hibridacién. En Ecuador se ha registrado
su produccién en la zona interandina llegando a producirse en zonas altitudinales que van de 1200 a 2500
msnm (Lema & Chiqui, 2010).

Morfologia de la fresa
Raices

La fresa presenta raices fasciculadas, que permiten cumplir y generar una funcién de soporte vy,
ademas, posee raicillas siendo de caracter secundarias, las cuales cumplen una funcidn de absorcién de
nutrientes o sustancias, que permiten el desarrollo de la planta. Las raicillas presentes en la planta de
fresa se encuentran principalmente entre los primeros 25 cm, para la mayoria de casos (Mamani &

Murillo, 2020).
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Tallo

El tallo de la planta de fresa mantiene una morfologia a manera de un eje corto y de aspecto
cénico denominado corona, a partir de la corona se desarrollan diversas ramificaciones permitiendo la
formacidn de estolones y hojas (Mamani & Murillo, 2020).
Hojas

Las hojas se encuentran en forma de roseta y estan ubicadas sobre la corona, mantienen una
forma peciolada y estan provistas de dos estipulas de coloracién rojiza y la parte de su limbo presentan
tres segmentaciones (foliolos) de bordes de manera acerrada y el envés mantiene una recubierta de pelos

muy finos (Mamani & Murillo, 2020).

Estolones
En las plantas de fresa los estolones se caracterizan por ser de una aspecto largo y rastrero y este
se forma partir de yemas axilares, mantienen su origen en la base de la corona, de esta manera se logra

una efectiva multiplicacion de la planta (Mamani & Murillo, 2020).

Flores

Se puede disponer de flores perfectas conformadas por érganos reproductores (masculino y
femenino) y/o a su vez encontrar plantas que poseen Unicamente un solo drgano reproductivo, siendo de
esta manera flores imperfectas. El aspecto de las flores presenta una coloracién blanco-rojiza. Se
encuentra conformado por 5-6 pétalos con presencia de estambres entre 20-30. Presenta también un
receptaculo carnoso conformado por pistilos. Al momento de presentarse fecundacién se forma un fruto
de tipo aquenio que al desarrollarse presenta una coloracidn acorde al receptaculo carnoso (Mamani &

Murillo, 2020).
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Fruto

La boténica denomina al fruto de la fresa como eterio (receptaculo floral de manera engrosada y
de consistencia carnosa), el fruto se encuentra a manera de aquenio y su parte comestible es el
receptdculo conformado por variedad de aquenios. La forma del fruto es cdénica, pero puede presentar
variedad de formas siendo globulosas, esféricas entre otras. Su coloracién empieza de manera verde
blanquecina, acorde su desarrollo presenta una coloracidn rojiza y puede alcanzar una tonalidad de color
violeta profundo (Mamani & Murillo, 2020).

Clasificacion taxonémica

Dias (2023), menciona que la fresa presenta la siguiente taxonomia:

Reino: Plantae; Divisiéon: Magnoliophyta; Clase: Magnoliopsida; Familia: Rosaceae; Género: Fragaria;
Especie: ananassa. La fresa cultivada es perteneciente a la variedad Monterrey.
Micropropagacion de plantas

El cultivo in vitro o micropropagacion de plantas es considerado bajo el concepto de la
totipotencia celular. Esta teoria o fundamento indica que el explante extraido de la planta donadora
permite la posibilidad de generar u obtener una planta nueva, considerando esencialmente el control de
las condiciones a cultivar de los tejidos. Los explantes utilizados en esta técnica atraviesan procesos como
la desdiferenciacidn meristematica, posteriormente la rediferenciacién de las células para permitir
respuestas morfolégicas y la adecuada obtencidn de callos, brotes, y primordios (Cedréz, 2015).

Este método de propagacion de especies vegetales permite disponer de nutrientes necesarios y a
su vez disponer de las condiciones ambientales adecuadas y controladas para que se desarrollen de
manera efectiva las plantas. Para tal proceso es necesario utilizar explantes (hojas, tallos, raices, semillas
u otro drgano). Bajo este sistema de propagacion es considerado el uso de medios de cultivo adecuados
con materiales como macronutrientes, micronutrientes, hormonas de crecimiento entre otros,

permitiendo el desarrollo 6ptimo de explantes. Las ventajas que se obtienen al aplicar esta técnica de
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propagacion es la obtencidon de plantas libres de enfermedades, multiplicacién de plantas de manera
rapida, mejoras genéticas entre otros (Cafial, 2001).
Micropropagacion de fresas

La produccién de fresas realizadas bajo condiciones de campo, ha permitido que el cultivo de
fresas sea vulnerable para agentes patdgenos como enfermedades y plagas que afectan el desarrollo del
cultivo, para ello se ha permitido realizar otras técnicas de propagacién conocido como micropropagacion
o cultivo in vitro, de esta manera, se ha obtenido resultados efectivos no solo al desarrollo de la fresa,
sino que ademas, se ha permitido obtener una cantidad masiva en cuanto a productividad (Ruiz et al.,

2018).

Las plantas propagadas mediante el uso de esta técnica son utilizadas de manera eficaz para el
establecimiento de plantaciones, de esta manera, las plantas llevadas a cabo con este procedimiento han
permitido desarrollar mayor cantidad de flores, mejor cantidad de produccion de frutos a nivel de
hectdrea, mayor cantidad de brotes y estolones con mejor calidad y vigor a relacién de plantas

propagadas de manera tradicional (Lassaga et al., 2010).

Para el establecimiento del cultivo in vitro de fresas, se pueden emplear diversas partes de la
planta, ya sea por estolones, coronas o meristemos, asi, se permite obtener material vegetativo para este
proceso. Una vez seleccionado el material vegetal a propagar en laboratorio, se realizan procesos de
asepsia rigurosos, que permitan la eliminacion de agentes infecciosos (microorganismos), para evitar

posibles contaminaciones bioldgicas (Nahuinlla, 2018).

Medio de cultivo
Es un sustrato donde se incorporan los explantes de caracter vegetal, este medio este constituido
por compuestos determinados, que deben estar ajustados al requerimiento de la especie vegetal y del

objetivo especifico a perseguir. El medio de cultivo cumple dos finalidades principales, permitir y dar
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soporte a la especie vegetal que se cultiva de manera in vitro y aportar los nutrientes necesarios para

promover el efectivo desarrollo y crecimiento del explante (Nahuinlla, 2018).

Se dispone en el medio de cultivo elementos principales que dan el sostén necesario para la
supervivencia y desarrollo de los explantes, los componentes organicos y minerales, vitaminas, hormonas

o reguladores de crecimiento de caracteristicas vegetales y gelificantes (Nahuinlla, 2018).

Componentes organicos

Son compuestos (azlcares) que se utilizan en el medio de cultivo (glucosa, sacarosa, fructosa). El
principal azicar que se utiliza en los procedimientos de cultivo in vitro es la sacarosa, ya que es un
compuesto que es asimilado efectivamente en las especies vegetales. Los componentes orgdnicos
brindan a los explantes principalmente energia para que puedan realizar sus procesos morfogénicos y
fisiolégicos. La dosis a emplear de los azlcares dependen del cultivo a desarrollar y la edad de los tejidos

o explantes que se lleven a cabo en el cultivo in vitro (Nahuinlla, 2018).

Compuestos minerales
En el caso de los componentes minerales se utilizan sustancias que cubran los requerimientos del
explante a propagar, para optimizar los procesos de desarrollo vegetal. Se emplea asi, los
principales macro elementos nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca) y
azufre (S). En la categoria de microelementos se trabajan con zinc, (Zn), manganeso (Mn), cobre

(Cu), hierro (Fe) entre otros (Nahuinlla, 2018).

Vitaminas y aminoacidos
Los compuestos vitaminicos que se emplean en los medios de cultivo cumplen una funcién
principal de permitir el efectivo crecimiento de los explantes, una deficiencia de estos elementos dentro

de la micropropagacion puede ocasionar un significativo desarrollo de las especies vegetales. Las
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vitaminas permiten una efectiva funcidn al incorporarlos con aminoacidos, promoviendo asi, la efectiva

morfogénesis de los explantes dentro de la micropropagacién (Moya, 2019).

Reguladores de crecimiento
Son compuestos sintetizados (hormonas vegetales) que se implementan para cubrir carencias de
hormonas biosintetizadas de manera natural en las plantas, de esta manera, permiten maximizar los

procesos fisioldgicos de los explantes dentro de la micropropagacion (Moya, 2019).

Auxinas

Son compuestos vegetales que son sintetizados internamente en las plantas, estos compuestos
cumplen una funcién de elongacién a nivel celular y permiten la respectiva divisidn celular en el proceso
de la micropropagacion. Se permite el uso de auxinas como el AIA (acido indol acético) acido fenilacético
y acido 4 cloroindolacético entre otros. Permiten la formacién callos, brotes, formacidn y crecimiento de

raices (Moya, 2019).

Citocininas

Las citocininas son sintetizadas dentro de las plantas principalmente en los érganos vegetales que
se encuentran en desarrollo y su movilidad a nivel interno en la planta, es reducida. Dentro de las
principales citocininas se encuentran el BAP (N-6-bencil aminopurina), kinetina y zeatina. La funcidn
principal de las citocininas, es permitir el adecuado proceso de sintesis de ADN, promueven la formacion
de callos, promueven la germinacidn de semillas y actian en conjunto con las auxinas para un efectivo

desarrollo vegetal (Mamani & Murillo, 2020).

Giberelinas
Las giberelinas son compuestos que cumplen una funcidn de division celular y su respectiva
elongacion, de esta manera permiten acelerar los procesos de desarrollo y crecimiento en los explantes.

La principal giberelina que se utiliza en el proceso de cultivo in vitro es la AG3 (Mamani & Murillo, 2020).
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Etapas de la micropropagacion
Etapa 0: Seleccion del material vegetativo

Es la seleccidn y preparacion del material vegetal que se debe disponer para la obtencién de
explantes, esta es llevada a cabo por una planta donadora. Se realiza un analisis de las plantas donantes

para evitar la aparicion de enfermedades en el cultivo (Lassaga et al., 2010).

Etapa 1: Establecimiento del cultivo

Esta etapa es denominada también introduccion ya que se debe preparar los explantes para dar
inicio al tejido in vitro. Se realiza la desinfeccidon del material vegetal con el que se va a trabajar. Se debe
considerar tejidos juveniles (yemas, semillas o embriones) ya que poseen una particularidad de
regeneracion rapida. Se realiza la introspeccién de la planta donante para aplicar agentes de control de
enfermedades como antibiéticos y fungicidas (Lassaga et al., 2010).

Etapa 2: Multiplicacion del cultivo

Se realiza el incremento del material vegetal seleccionado, la finalidad de esta etapa es el
aumento de la maxima cantidad de brotes, de esa manera se obtiene material para procesos de
multiplicacién posteriores. Durante la multiplicacion se destacan dos fases conocidas como
organogénesis y embriogénesis, asi, se conduce a la produccién de vastagos permitiendo el
enraizamiento de los explantes y la formacion de embriones (Lassaga et al., 2010).

Es importante evitar durante la etapa que se realice la formacién de callos ya que esto conduce a
una variacién de caracter somaclonal en los explantes. Ademads, se debe considerar un manejo
importante de nutrientes, hormonas o reguladores de crecimiento y condiciones ambientales ya que
determinan un rol importante en esta etapa (Lassaga et al., 2010).

Etapa 3: Enraizamiento
Durante esta etapa se predomina el uso de reguladores de crecimiento como las auxinas, ya que

permiten la formacion de raices adventicias. Esta fase puede ser llevada de manera ex situ o in vitro, ya
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que se utilizan explantes provenientes de la etapa de multiplicacidn que posean entre 3-5 yemas. Las
auxinas debe ser empleadas en concentraciones de 1~1°uM en los véstagos formados, posteriormente
son preparados en un medio para la formacidn de raices (Lassaga et al., 2010).

Etapa 4: Aclimatacion

Se debe realizar un control de factores como la temperatura y humedad relativa para evitar
pérdidas del material vegetativo. Se concluye la etapa del cultivo in vitro y depende en gran medida de la
adaptabilidad y supervivencia de las plantas formadas hacia condiciones ex vitro (Lassaga et al., 2010).
La luz e importancia en las plantas
Luz en las plantas

La luz es uno de los factores importantes que requieren las plantas para un adecuado desarrollo,
es una fuente que permite la realizacion de procesos importantes como la fotosintesis, de esta manera,
las plantas captan la luz proveniente del sol convirtiendo la energia luminica en energia quimica para la
elaboracidon de su propio alimento (Romo, 2005).

La fotosintesis es un proceso en el cual interviene la reaccion entre el H20 y el CO2 con la accién
de la energia solar para la formacion de CHO y 02, este proceso varia su velocidad considerando la
cantidad de luz emitida hacia las plantas; es mayor a medida que aumenta la radiacién
fotosintéticamente activa (PAR) (Romo, 2005).

La luz proveniente del sol imparte longitudes de onda y propiamente se destaca por emitir entre
200 — 2800 nm. Se divide en luz ultravioleta (100-300 nm), luz visible (380- 780 nm) y luz infrarroja (380-
780 nm). Dentro de la luz visible se encuentran la luz violeta, azul, verde, amarilla, naranja y roja, en el
caso de las plantas realizan la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) con longitudes de onda que van
desde 400 a 700 nm. En las plantas, la clorofila es el encargado de absorber la luz del sol, y considera en

una mayor absorcion a la luz azul y a la luz roja (Chen, 2023).
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Receptores de luz

Fitocromos

Son pigmentos de caracteristica vegetal, que se encuentran en la membrana celulary en la
membrana de los cloroplastos, estos pigmentos permiten promover procesos metabdlicos, ya que estan
propiamente inmersos a la variacion del ambiente en el que se encuentran las plantas, optimizando asi el
desarrollo y crecimiento vegetativo (Mazzella, 2001).
Criptocromos

Cumplen la funcidon de inhibicién del alargamiento del hipocétilo y ademas permite la apertura de
cotiledones al inducir a las especies vegetales a concentraciones altas de coloracion azul (Mazzella, 2001).
Fototropinas

Las fototropinas son fotorreceptores que permiten generar transiciones fisiolégicas en las
especies vegetales, y cumplen su funcién en conjunto con los otros receptores permitiendo la respuesta
de crecimiento en las plantas por el estimulo de la respuesta medio ambiental promovido por el factor luz
(Mazzella, 2001).
Emisiones de luz
Luz artificial

Este tipo de luz permite compensar la falta o escasa iluminacién natural que pueda percibir la
planta, adema3s es utilizada cuando las condiciones de luz son ineficientes como en la estacion invernal.
Se puede utilizar lamparas de luz fluorescentes blancas. Mayormente el espectro de luz es emitido por
espectros azul, rojo y verde. Dentro de esta categoria de luces se pueden apreciar luces incandescentes,

lamparas de sodio, lamparas fluorescentes, luces halégenas entre otras (Chen, 2023).
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Luz LED
Este tipo de luces permiten una condicién de aportar energia mas limpia, ya que no permiten un
agresivo impacto medio ambiental, se disponen en variedades de tonalidades y pueden ser empleadas

para aportar una diferente coloracién en las plantas (Chen, 2023).
Proporciones de luz y su efecto en las plantas

Luz ultravioleta

Genera un cambio drdstico en las plantas como dafios en la estructura del ADN, reduce la
velocidad de la fotosintesis y procesos fisioldgicos como la polinizacién, floracion y afecta en el desarrollo
de las semillas (Chen, 2023).
Luz azul

Este tipo de radiacién permite realizar procesos fotosintéticos, permite la apertura estomatica.
Cumple funciones morfogénicas como la apertura estomatica, afecta la retencidn hidrica y un efectivo
intercambio de CO2, elongacidn del hipocdtilo, estimula la sintesis de pigmentos fotosintéticos, mayor
respiracion celular entre otros. La emisidn de luz azul para una respuesta fotosintética efectiva es de 400
— 700 nm (Rizzo, 2020).
Luz roja

La luz roja permite una mayor captacién de carbono promoviendo la fotosintesis. Los fitocromos
son encargados de absorber esta luz fomentando la germinacién y correcta formacidn de primordios
foliares, desarrollo de hojas primarias e inhibir la elongacién internodal. Permiten una mayor captacién
de longitudes de onda por parte de pigmentos vegetales. Emision efectiva de longitudes de onda oscila

entre 600 a 700 nm (Rizzo, 2020).

Luz roja lejana
Permite una eficiente elongacién acorde a la morfologia de las plantas y a su vez, una

considerable floracién (Chen, 2023).
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CAPITULO Ill
MATERIALES Y METODOS
Ubicacién de la investigacion
La investigacién fue desarrollada en el laboratorio de fitopatologia de la Carrera de Ingenieria
Agropecuaria IASA - |, ubicados en la Hacienda “El Prado”, parroquia Sangolqui, cantén Rumifiahui,

provincia de Pichincha.

La Hacienda “El Prado” perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, se encuentra
ubicada dentro del barrio San Fernando, en las coordenadas UTM Latitud: 0°, 23’, 20” Sy Longitud: 78°,
24’,44” O a una altitud de 2748 m.s.n.m. Las condiciones de laboratorio en el campus evidencian
registros de temperatura promedio = 14°C, temperatura maxima = 21°C, temperatura minima =8°Cy

humedad relativa del 60%.

Figural

Vision satelital del lugar del estudio experimental.

-
- = 3 ‘ <. N
LABORATERIO

——

Nota. Laboratorio de fitopatologia e invernadero IASA I. Tomado de (Google Maps, 2023).
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Métodos

Obtencion del material vegetativo (Fragaria x ananassa variedad Monterrey)

El material vegetativo (estolones de fresa) fue recolectado de la Carrera de Ciencias
Agropecuarias IASA |, del invernadero de horticultura. Para ello, se realizé la seleccién del material
vegetal que reunid una serie de criterios o caracteristicas: libre de enfermedades, presencia de
caracteristicas fenotipicas propias de la variedad, vigor vegetal, presencia de estolones, produccion de
ramas vegetativas y florales, produccion de flor y fruto. La finalidad fue permitir el desarrollo vigoroso de

los explantes que se seleccionaron para el experimento (Osuna et al., 2016).

Desinfeccion del material vegetativo

Se efectud la desinfeccidn de los estolones de fresa con agua destilada y con la ayuda de un
cepillo se realizé una limpieza superficial, luego el material fue sumergido en una solucién con aguay
jabon liquido por un periodo de 10 minutos. Posteriormente, los estolones fueron cortados con una
longitud de 4 cm seguido de un enjuague con agua destilada. Después, el material fue sumergido en una
solucién de hipoclorito de sodio al 0.8% durante 5 minutos en constante agitacion. Se realizaron 4
enjuagues con agua destilada, para ello, el primero con un intervalo de tiempo de 1 minuto, el segundo y
el tercer enjuague con un tiempo de 2 minutos. Para el tercer enjuague se adicioné acido ascérbico (150
mg.L~1 H20) y el cuarto enjuague fue en un periodo de tiempo de 1 minuto. Todo el proceso fue llevado
a cabo en condiciones estériles (Moya, 2019).
Preparacidn del medio para la etapa inicial y siembra de explantes

Posterior a la desinfeccidn los segmentos de estolones se cultivaron en envases plasticos de 100
ml que contenian el medio M&S al 50% y 100% vitaminas. Se suplementdé con BAP (0.5 mg/L), AGs (0,5
mg.L™1), AIA (0.1 mg.L™1), sacarosa (15 g.L 1) y agar (5.5 mg.L™1). Este medio se ajusté a un pH de 5.8.

Luego se esterilizé en autoclave por 20 min a una temperatura de 120°Cy 0,5 PSI. Después de la siembra,
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los envases con los explantes in vitro de fresa fueron ubicados en la estanteria con las luces LEDs, bajo
una programacion de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (Moya, 2019).
Preparacidn del medio para la etapa de multiplicacion y siembra de explantes

En la etapa de multiplicacién se empled el medio M&S con una de concentracién al 50%. Se
suplementé con 30 gramos de sacarosa, 4,5 gramos de agar, BAP (2 mg.L™1) y AIA (1 mg.L™1). Se ajusté a
un pH de 5,8 y se esterilizé en autoclave por 20 minutos a 120°C. Posteriormente, se dispensd en envases
estériles de 100 ml. Se realizé una seleccién de los explantes que presentaron brotes y se transfirieron al
medio de multiplicacion. Los envases con los explantes in vitro de fresa se llevaron hacia los respectivos
tratamientos de luces LEDs por 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (Moya, 2019).
Preparacidn del sustrato de enraizamiento y siembra de explantes

Se trabajé con el medio M&S liquido con una concentracién del 50%, acondicionado con
nutrientes y sacarosa. Se aplicé fitorreguladores como el BAP (0.3 mg.L™1 ), AIA (0,1 mg.L™) e IBA (0,2
mg.L™1). Se ajusté a un pH de 5,8 y se esterilizd en autoclave por 20 minutos a 120°C. Posteriormente se
dispensd en envases estériles de 100 ml. Después, se transfirieron los explantes in vitro de fresa en el
medio de enraizamiento, teniendo en cuenta un tiempo maximo de 1 minuto, debido a que los explantes
sufren estrés, lo que podria ocasionar la muerte del material vegetal. Después los envases con los
explantes in vitro de fresa fueron llevados a los respectivos tratamientos LEDs para cumplir la

programacion respectiva de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (Moya, 2019).

Disefio del experimento

Para el respectivo experimento, en las etapas de micropropagacién (multiplicacion y
enraizamiento) se evaluaron las respuestas en los 48 frascos con los explantes in vitro de fresa (Fragaria x
ananassa var. Monterrey), para la evaluacion del efecto producido por la aplicacién de luces LEDs. Se

establecieron cuatro tratamientos (Testigo: luz LED blanca); (T1: luz LED azul); (T2: luz LED roja) y (T3:
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combinacion de luces LED azul-roja) en el cultivo in vitro de fresa. Las luces LEDs emitian longitudes de

2

onda de 40 pmol. m~2. s™1, para cada tratamiento.

Caracteristicas de la unidad experimental

La unidad experimental estuvo constituida por tres frascos con explantes in vitro de fresa, se
distribuyd para cada uno de los cuatro tratamientos con cuatro repeticiones, generando un total de 48
frascos con explantes in vitro de fresa.
Croquis del disefio experimental
Figura 2

Croquis del disefio experimental

Testigo T1 T3 T2
saem ®as -.e -.e
" r | [ 1l I | [ [ | | [

T1 Testigo T2 T3
- .. - .. - .. - ..
T r | E| % | T [ [ | [ |

T2 T3 Testigo T1
sasmm ®"ES Sa= -.-e
Y Y Y [ 1l I | T [ | [ |

T3 T2 T1 Testigo
ass ®"ES s== --e
T T T T %! % T | 5 T 1. I'T

Nota. Croquis del experimento con distribuciéon DCA de los tratamientos. Autoria propia.
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Analisis estadistico
Se realiz6 una caracterizacion de los datos mediante estadistica descriptiva (media y desviacion
estandar) para un DCA en arreglo unifactorial conformado por 3 tratamientos mas un testigo, cada uno

con 4 repeticiones y se dispuso bajo el siguiente modelo matematico:

Yii=u+L;+e;
Donde:
Y;j= Variable de respuesta
u= media general
Li= efecto de la i-ésima luz LED
eij= error experimental
Se realizd una prueba de comparacion de medias mediante la prueba de Tukey a un nivel de

significancia del 5%.

Variables medidas en las etapas de multiplicacidn y enraizamiento del cultivo in vitro de fresas

Etapa de multiplicacidn del cultivo in vitro de fresas

Se realizd la medicidn de la longitud de los explantes y el nimero de hojas después de 60 dias del
inicio del cultivo in vitro. Para la determinacidon de las mediciones en los explantes, se utilizaron hojas
milimetradas en condiciones estériles dentro de la camara de flujo laminar, para evitar cualquier tipo de
contaminacidn bioldgica.
Etapa de enraizamiento del cultivo in vitro de fresas

Después de 15 dias de la fase de multiplicacion, se llevé a cabo la medicion de la longitud de
raices y el conteo del nimero de raices del cultivo in vitro con la ayuda de hojas milimetradas en
condiciones asépticas. Para la obtencion del porcentaje de plantulas de fresas enraizadas, se utilizo la

siguiente formula:
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) ) total de explantes — explantes no enraizados
% de Enraizamiento = * 100
total de explantes

Medicion del contenido de clorofila en la etapa de enraizamiento del cultivo in vitro de fresas

Se tomaron hojas de las plantulas de fresas de la etapa de enraizamiento para medir el contenido
de clorofila mediante el extractante de etanol al 95% para cada tratamiento. Se pesaron 0,25 g (hojas de
fresa) y se llevé al congelador por 15 min, posteriormente se trituraron las muestras y se agrego 2,5 ml de
etanol. Se dispensé el macerado en frascos de 30 mly se llevé a refrigeracidn a 4°C por 24 h. Se retiré del
refrigerador y se termind de triturar colocando el macerado en tubos de ensayo con un aforado de 6,25
ml de etanol. Se centrifugd por 15 minutos para la obtencién de una efectiva homogeneizacion.
Finalmente se extrajo la parte liquida de la clorofila en tubos de ensayo, se selld y se realizd las

respectivas lecturas con el espectrofotometro spectroFlex 6600 (Yépez, 2018).

Tabla 1

Ecuacién para la obtencién de clorofila (umg.ml™1)

Solvente Ecuacidn

95% Etanol Ch — a = 13.36 (a: 664) — 5.19 (a: 649)

Ch— B = 27.43 (a: 649) — 8.12 (a: 664)

Nota. a=absorcion; Ch-a=clorofila a; Ch-p= clorofila b. Tomado de (Yépez, 2018).
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Resultados

Etapa de multiplicacion

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Se cuantificaron las variables agrondmicas longitud de explantes, nimero de hojas, total de

explantes y tasa de multiplicacidn en Fragaria x ananassa variedad Monterrey bajo el efecto de luces

LEDs.

Tabla 2

Influencia de diferentes combinaciones de luces LED's en: Longitud de explantes, numero de hojas, total

de explantes y coeficiente de multiplicacion en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro

Tratamiento Longitud Numero Total Coeficiente
explantes hojas plantulas multiplicacién
(cm)
TO: Luz LED blanca 5,35+0,24 18,75+1,22 a 7.50 £ 2.50 ab 5.00
T1: Luz LED azul 3,30+0,24 12,25+1,22 c 4,75+ 2.50 b 4.35
T2: Luz LED roja 5,38 +0,24 18,50+1,22 ab 9.50 + 2.50 ab 4.69
T3: Luz LED azul-roja 3,50+ 0,24 13,50+1,22 bc 17.25+2.50 a 6.49

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p=0,05). Autoria propia.
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La longitud de los explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F3 1,= 22.30; p <0.0001). La longitud promedio de explantes de fresa
fue superior con los tratamientos de luz LED blanca y luz LED roja obteniendo un promedio de 5.35 y 5.38
cm respectivamente, que la longitud de explantes de fresa obtenidos con la luz LED azul y la combinacion
de luces LEDs azul-roja.

El nUmero de hojas promedio de los explantes de fresa presentaron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de luces LEDs (F3 1, = 7.58; p < 0.0042). El mayor ndmero de hojas
presentd el T1 (luz LED blanca), obteniendo un valor promedio de 18.75 cm, seguido del T2 (luz LED roja)
y T3 (combinacién de luces LEDs azul-roja) con 18.5 y 13.5 cm respectivamente. El tratamiento T1 (luz LED

azul) presenté la menor cantidad de nimero de hojas obteniendo un promedio de 12.25 cm.

El total de plantulas de Fragaria x ananassa var. Monterrey presentaron diferencias significativas
entre tratamientos (F3 1, = 4.62; p <0.0227). El total de plantulas de fresa en la etapa de multiplicacion
presentaron un promedio de 17.25 mediante la combinacién de luces LEDs azul-roja, con respecto al

tratamiento de luz LED azul que presento la menor cantidad de plantulas con un promedio de 4.75.

Se evidencia en la tabla 2 el coeficiente de multiplicacién de los explantes de fresa, para el
tratamiento de combinacidn de luces LEDs azul-rojo se obtuvo un mayor coeficiente de 6.49 y para el

tratamiento de luz LED azul se obtuvo el menor coeficiente de multiplicacion de 4.35.

Etapa de enraizamiento
Se cuantificaron las variables agrondmicas para longitud de raices, nimero de raices, porcentaje
de enraizamiento y contenido de clorofila a, B y total en explantes de Fragaria x ananassa variedad

Monterrey bajo el efecto producido por luces LEDs.
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Tabla 3
Influencia de diferentes combinaciones de luces LED’s en: Longitud de raices, numero de raices y

porcentaje de enraizamiento en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro

Tratamiento Longitud Numero Enraizamiento
raices raices %
(em)
TO: Luz LED blanca 3,33+0,25 ab 12,50+ 0,80 a 91,67
T1: Luz LED azul 2,30+0,25 b 3,75+0,80 b 33,33
T2: Luz LED roja 3,70+0,25 a 15,00 + 0,80 a 91,67
T3: Luz LED azul-roja 3,27 £0,25 ab 6,75+ 0,80 b 66,67

Nota. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p=0,05). Autoria propia.

Figura 3
Porcentaje de enraizamiento en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro bajo la

Influencia de diferentes combinaciones de luces LEDs.
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Nota. Autoria propia.
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En la tabla 3 la longitud de raices de Fragaria x ananassa var. Monterrey presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F; ;,= 5.77; p<0.001). La longitud promedio de raices de fresa fue
superior bajo la influencia de luz LED roja con un promedio de 3.70 cm, seguido de la luz LED blancay
combinacion de luces LED azul-roja con 3.33 y 3.27 cm respectivamente. Finalmente, la luz LED azul

presentd valores promedios de menor longitud de raices con 2.3 cm.

En la tabla 3 el nimero de raices promedio en los explantes de fresa presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F3 ;,= 41.90; p<0.0001). El mayor numero de raices se obtuvieron
mediante la exposicidn de luz LED roja con un promedio de 15.00, que el nimero de raices obtenidas

mediante la luz LED de color azul con un promedio de 3.75.

Se puede observar en la tabla 3 y figura 3 que los tratamientos TO (luz LED blanca) y T2 (luz LED
roja) presentaron el mayor porcentaje de enraizamiento con 91.67% para ambos casos, seguido del T3
(combinacion de luces LEDs azul-roja) con un porcentaje de enraizamiento de 66.67% y finalmente el T1

(luz LED azul) con un porcentaje de enraizamiento de 33.33% en los explantes de fresa.

Tabla 4
Influencia de diferentes combinaciones de luces LED's para clorofila a, clorofila 8 y clorofila total de la

etapa de enraizamiento en Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro

Tratamiento Nomenclatura Luz par Clorofila a Clorofila B Clorofila
(umol.m2.5s71)  (umg.ml™?1) (umg.ml~1) total
(umg.m1™%)
TO Luz LED blanca 40 47,72 62,46 110,18
T1 Luz LED azul 40 33,43 22,4 55,83
T2 Luz LED roja 40 29,67 47,07 76,74
T3 Luz LED azul-roja 40 2,78 6,49 9,27

Nota. Autoria propia
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Figura 4
Influencia de diferentes combinaciones de luces LED's para la cantidad de clorofila a, clorofila 8 y clorofila

total en explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey in vitro mediante el extractante etanol al 95%
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LUCES LEDs (40 pmol/m”2.s)

Nota. Autoria propia.

En la tabla 7 y figura 4 se reporta un mayor contenido de clorofila a, clorofila B y clorofila total
para el tratamiento de luz LED blanca con respecto a los demas tratamientos, con clorofila a: 47,72
umg.ml™1, clorofila B: 62,46 umg.m1~! y clorofila total: 110.18 umg.ml™?, por el contrario, la
combinacion de luces LEDs azul-rojo presentaron la menor cantidad de contenido de clorofila, para
clorofila a: 2.78 umg.ml™1, clorofila B: 6.49 umg.ml™1, y clorofila total: 9.27 pmg.ml~2, en los explantes

de Fragaria x ananassa var. Monterrey en condiciones in vitro.
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Figura 5

Efecto de luces LEDs en el desarrollo morfogénico y fisiolégico in vitro en la micropropagacion de Fragaria

X ananassa var. Monterrey.

vvvvv

Nota. Explantes de Fragaria x ananassa var. Monterrey bajo el efecto de luces LEDs blanco
(TO), azul (T1), rojo (T2), y combinacidon azul-roja (T3). Autoria propia.

Nota. Etapa de multiplicacién de Fragaria x ananassa var. Monterrey.
Tratamiento de luz LED blanca (T0) a los 60 dias de la micropropagacion.

Nota. Etapa de enraizamiento de Fragaria x ananassa var. Monterrey. Tratamientos de
luces LEDs blanca (T0), azul (T1), rojo (T2) y combinacién azul-rojo (T3) a los 75 dias del
proceso de micropropagacion.
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Discusion

En la tabla 2 se obtuvo una longitud promedio de explantes de 5.35 cm en Fragaria x ananassa
var. Monterrey mediante la aplicacién de luces LEDs blancas. Andrade et al. (2013), obtuvieron resultados
similares, ya que evidenciaron longitudes promedio de explantes de 5.45 cm en especies de Solanum sp
en condiciones in vitro tras la aplicacién de luces LEDs blancas. Se determina asi, la efectividad de las
luces LEDs blancas en la micropropagacion, debido a que su influencia esta directamente ligada a la
actividad que se lleva a cabo en los meristemos apicales, los cuales presentan un tejido embrionario
conformado por células indiferenciadas (totipotentes) y debido a procesos de divisién celular, permiten

generar tejidos u drganos especializados, produciendo un alargamiento del tallo en los explantes.

Respecto al nimero de hojas mediante la aplicacién de luces LEDs blancas se obtuvo un promedio
de 18.75 en F. x ananassa con una longitud de onda de 40 pmol. m~2.s™1. Murillo et al. (2016),
evidenciaron un numero de hojas promedio de 6.43 en plantulas de Laelia autumnalis cultivadas in vitro

2 571, Se sefiala asi, que la influencia de

con luces LEDs blancas a una longitud de onda de 30 umol. m™
luces LEDs del espectro blanco acorde a la cantidad de longitud de onda proporcionada a una exposicion

predeterminada, estimulan procesos de organogénesis como la formacién de hojas, en especies

cultivadas via in vitro expuesto en la tabla 2.

La longitud de raices en los explantes de F. x ananassa expuesto en la tabla 3, evidenciaron un
promedio de 3.70 cm con la aplicacidn de luces LEDs rojas. Un resultado similar presenté Moya (2019),
evidenciando una longitud promedio de raices de 3.92 cm en Rubus glaucus mediante el efecto de luces
LEDs de color rojo. Las luces LEDs que emiten la coloracién roja en cultivos in vitro, es absorbida por
fotorreceptores (fitocromos), que se encuentran en forma de proteinas en semillas, hojas, tallos y raices
gue inducen a la activacidn y regulacion de procesos fisioldgicos (rizogénesis), promoviendo la formacion,

crecimiento y la elongacidn eficaz de raices.
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En la tabla 3 respecto al nimero de raices mediante la aplicacidn de luces LEDs azules se obtuvo
un promedio de 3.75 en Fragaria x ananassa var. Monterrey. Tan Nhut et al. (2003), evidenciaron
resultados respecto al niUmero de raices en Fragaria sp. de 1.5 mediante la aplicacion de luces LEDs
azules. Se evidencia de esta manera, que la exposicion de explantes de fresa cultivados via in vitro y
sometidos a la luz LED azul, produce un bloqueo a nivel de produccién de fitohormonas (auxinas),
provocando en los explantes el desarrollo reducido de raices a diferencia de la luz LED roja y blanca con

un promedio de nimero de raices de 15.00 y 12.5 respectivamente.

El porcentaje de enraizamiento expuesto en la tabla 3 de Fragaria x ananassa var. Monterrey
mediante la aplicacién de luces LEDs rojas y luces LEDs azules fue de 91.67 y 33.33 % respectivamente.
Godo et al. (2011), evidenciaron un porcentaje de enraizamiento de 67.4 % al aplicar luces LEDs rojas y
16.5 % al aplicar luces LEDs azules en Bletilla ochracea. Se puede sefialar, que la aplicacién de luces LEDs
rojas en explantes in vitro, permiten una absorcién eficaz de fotones que se encuentran a longitudes de
onda entre 600 a 700 nm, y mediante la accién de fitocromos y clorofilas, se permite promover procesos

de fotomorfogénesis en las plantas.

En la tabla 4 y figura 4 se encontraron valores de clorofila a, B y total de 2.78; 6.49y 9.27
umg.ml™1, respectivamente, al emplear la combinacién de luces LEDs azul y rojo en Fragaria x ananassa
var. Monterrey; esto se puede contrastar con los resultados obtenidos por Lin et al. (2011), en
Dendrobium officinale, quienes evidenciaron valores de clorofila a, B y total de 2.50; 1.50y 4.23
pumg.ml~1, respectivamente, mediante el uso de la combinacién de luces LEDs azul y rojo. Otros
resultados similares evidenciaron Murillo et al. (2016), en Laelia autumnalis obteniendo un contenido de
clorofila a, B y total de 2.30; 0.98 y 3.30 umg.ml™?, respectivamente, al aplicar luminarias LEDs con la
composicion de azul y rojo. Se puede indicar asi, que la exposicién de luces LEDs mediante la combinacidn

de azul y rojo, interfieren en los procesos fisiolégicos, debido a que se realiza una obstruccién entre
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fotorreceptores (fitocromos, criptocromos y fototropinas), ocasionando un funcionamiento atipico en
explantes. No obstante, la aplicacion de luminarias LEDs blancas, evidenciaron el mejor contenido de
clorofila a (47.72 pmg.ml~1), B (62.46 pmg.m1™1) y total (110.18 pmg.ml~1) en los explantes de fresa,
debido a que este tipo de radiacién, por su composicién de mezcla aditiva RGB (rojo-verde-azul), emite
longitudes de onda (300-800 nm) que promueven la eficiencia fotosintética guiada por la actividad de la
clorofilaay B en el rango de 465 y 665 nm, estimulando la accidn de los fotorreceptores, para la

adecuada sintesis de clorofila en las plantas.

El mayor coeficiente de multiplicacién en Fragaria x ananassa var. Monterrey fue de 6.49
mediante la combinacién de luces LEDs azul-rojo, en relacién a los demas tratamientos. Dewir et al.
(2005), presentd un coeficiente de multiplicacién de 6.8 en Spathiphyllum cannifolium, mediante la
aplicaciéon de luces LEDs azul y rojo en forma compuesta. Se puede seiialar, que la exposicién de
explantes bajo la determinada combinacién de luces LEDs, es un pardmetro determinante, debido a que
la emisidn de esta radiacion estimula los procesos fotosintéticos, definido como PAR (radiacion
fotosintéticamente activa) y semejante a la luz solar, presenta picos maximos de radiacién de 430y 680
nm para las bandas del espectro azul y rojo, aportando asi, una eficiente cantidad de fotones, favorables

para promover el desarrollo de biomasa en explantes.

44



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se cuantificé el efecto producido por luminarias LEDs del espectro blanco, azul, rojoy

combinacién azul-rojo sobre el desarrollo morfogénico vy fisioldgico in vitro de explantes de fresa,

mediante las cuales, se demostrd que la aplicacidon de LEDs rojas, permiten obtener un efectivo
desarrollo respecto a longitud de explantes de 5.38 cm y nimero de hojas de 18.50, en la etapa
de multiplicacion.

Se cuantifico el efecto producido por luminarias LEDs del espectro blanco, azul, rojoy

combinacion azul-rojo sobre el desarrollo morfogénico y fisioldgico in vitro de explantes de fresa,

mediante las cuales, se demostrd que la aplicacion de LEDs rojas, permiten obtener un efectivo
desarrollo respecto a longitud de raices de 3.70 cm y nimero de raices de 15.00, en la etapa de
enraizamiento.

La aplicacién de luces LEDs permitié medir concentraciones de clorofila en explantes de fresa;
para el efecto producido por luces LEDs blancas se obtuvo 110.18 pmg.ml~%, luces LEDs azules
55.83 umg.ml™1, luces LEDs rojas 76.74 umg.m1~y la combinacién de luces LEDs azul-rojo
presentd 9.27 umg.ml~* de contenido clorofilico en la etapa de enraizamiento.

Se determind el porcentaje de enraizamiento en los explantes in vitro de fresa, obteniendo el
91.67% de enraizamiento mediante la aplicacién de luces LEDs blancas y luces LEDs rojas, luces
LEDs azules y la combinacion de luces LEDs azul-rojo presentaron porcentajes de enraizamiento

del 66.67 y 33.33% respectivamente.
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Recomendaciones

e Serecomienda aplicar luminarias LEDs del espectro rojo en la micropropagacién de Fragaria x

ananassa var. Monterrey para obtener mayor crecimiento de explantes.

e Serecomienda aplicar luminarias LEDs del espectro blanco en la micropropagacién de Fragaria x

ananassa var. Monterrey para estimular la sintesis de clorofila en explantes.

e Desarrollar futuras investigaciones aplicando luces LEDs a diferentes proporciones de longitud de

onda para evaluar el desarrollo morfogénico de Fragaria x ananassa var. Monterrey via in vitro.

e Continuar con el desarrollo de las plantas micropropagadas con la implementacién de luces LEDs

hasta la etapa adulta, para evaluar el desarrollo con respecto a tolerancia a condiciones de campo

y niveles de produccion de las plantulas de fresa.
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