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RESUMEN

Estudios sefialan que en el Ecuador ha aumentado la demanda de la
mora de castilla (mora sin espina) en 3%, debido a que esta planta se
encuentra relacionada con un mayor numero de ramas productoras y un
macollamiento entre 15% y 20% superior a la mora tradicional con espina,
por tal razdén aparece la necesidad de aumentar la multiplicacion Rubus
glaucus Benth, se plantea en este trabajo la utilizacion de tecnologias que
abaraten y estimulen el uso de plantas obtenidas en los campos, mediante la
reduccion de los costos de produccion por planta, para lo cual es necesario
aumentar los indices de multiplicacion y disminuir los costos de los medios
de cultivo. Para suplir esta necesidad, se realizé cultivo in vitro, utilizando el
Sistema de Inmersion Temporal para evaluar la dependencia de la
produccion de mora de castilla Rubus glaucus Benth en la fase de
multiplicacion vegetativa con relacion a la frecuencia del SIT que fue de 12,
15, y 18 horas; y con respecto al medio de cultivo de introduccién del cual
provinieron los explantes iniciales para el SIT. Como resultado se obtuvo que
el mejor tratamiento para multiplicacion de mora fue a tiempo de ciclo de 12
horas y medio de cultivo de introduccion solido; ademas, al realizar el
analisis econdmico del proyecto se determiné que al multiplicar la mora sin
espina en el SIT aumenta la produccion con relacion a la propagaciéon
tradicional y por ende disminuye los costos de produccion, obteniendo una

relacion de ganancia de 5:1.

Palabras clave: Mora sin espina, tiempo de ciclo, paclobutrazol,

micropropagacion, Sistema de Inmersion Temporal.



ABSTRACT

Studies indicate that in Ecuador has increased the demand for Mora de
Castilla (blackberry boneless) in 3%, because this plant is found associated
with an increased number of branches producing and tillering between 15%
and 20% higher than traditional mora with spina, for that reason has been the
need to increase existing Rubus glaucus Benth multiplication, we propose in
this paper the use of technologies that cheapen and encourage the use of
plants grown in the fields, by reducing the production costs per plant, which is
necessary to increase the rates of multiplication (IM) and lower costs of the
culture media. To supply this need, this proyect work with culture in vitro was
performed using the system temporary immersion to evaluate the
dependence of the production of mora de castilla Rubus glaucus Benth in the
phase of vegetative propagation with respect to time of the SIT cycle were
12, 15, and 18 hours; and with respect to the input medium which came the
initial explants for SIT. As a result it was found that the best treatments for a
good development of new growth to be derived from the multiplication phase
in the SIT are: cycle time of 12 hours and medium solid introduction; also to
make the project economic analysis determined that multiplying Mulberry
boneless SIT increases in production relative to traditional propagation and

thus reduces production costs, resulting in a gain ratio of 5:1.

Keywords: Blackberry boneless, cycle time, paclobutrazol,

micropropagation, Temporary Immersion System.
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CAPITULO 1:

EVALUACION DE LA PRODUCCION DE EXPLANTES DE MORA SIN
ESPINA "Rubus glaucus Benth” EN LA FASE DE MULTIPLICACION
VEGETATIVA DE UN SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

1.1. Antecedentes y formulacion del problema

La mora se encuentra distribuida en el Ecuador a lo largo de todo el
callejon interandino, especialmente en las provincias de Azuay,
Tungurahua, Cotopaxi, Bolivar, Chimborazo, Pichincha, Imbabura y Carchi

(Ramirez, 2009), como se observa en la Figura 1.

Sucumbios

Figura 1 Distribucidon de las zonas mas productoras de mora del Ecuador.

Fuente: INEC 2000
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La mora es una fruta muy apetecida tanto en el mercado nacional como
internacional. Rica en vitaminas y minerales, la mora tiene un gran futuro
como producto de exportacién en forma congelada y fresca, una vez que los
productores puedan superar los problemas de transporte, ya que por su alta
perecibilidad, requiere de especiales cuidados en cosecha y transporte

(Ramirez, 2009).

Los principales destinos de las exportaciones ecuatorianas de mora en el
periodo 2004-2008 han sido Estados Unidos, Espafia, Antillas Holandesas,
Alemania y Holanda. Estados Unidos es el principal socio comercial
ecuatoriano captando un 56% de las exportaciones totales de mora

(Ramirez, 2009).

El segundo mercado mas importante para el Ecuador es Espafia que en
promedio ha receptado el 20% de las exportaciones de mora en valores FOB
(Miles USD). La mora de origen ecuatoriano también llega a otros paises
dentro de la Unidn Europea como Bélgica y Republica Checa pero en

cantidades menores (Ramirez, 2009).

La mora de Castilla contiene problemas de productividad en Ecuador,
por el uso de propagacion tradicional. Segun Monteiro (2004), la mora es
propagada por métodos vegetativos como: estacas y acodos; estos tipos de
procesos facilitan la diseminacién de plagas y enfermedades que afectan la

calidad y cantidad de la produccion y consecuentemente incrementan la
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pérdida econdmica para el productor; mientras que por el método in vitro, se
obtendria un gran numero de brotes a partir de cantidades minimas de tejido

(Pati, Sharma, Sood, & Ahuja, 2004).

Ecuador se encuentra en pleno crecimiento en el ambito agropecuario;
constantemente se estan desarrollando nuevas producciones comerciales,

gracias a sus condiciones agroclimaticas.

1.2. Justificacion del problema

Estudios sefialan que en el Ecuador ha aumentado la demanda de la
mora de castilla (mora sin espina) en 3%, debido a que esta planta se
encuentra relacionada con un mayor numero de ramas productoras y un
macollamiento entre 15% y 20% superior a la mora tradicional con espina
(Sigarroa & Garcia, 2011). El crecimiento promedio de la mora ecuatoriana
vendida al exterior en el periodo 2004-2008 es de 18.8%, en referencia a
toneladas exportadas, este crecimiento en el mismo periodo es de 82.1%

(Ramirez, 2009).

La produccion de mora de castilla se destina tanto para la elaboracion de
conservas como para el consumo en producto fresco, por lo que es
importante avanzar en el cultivo, que segun el tipo de poda, puede ser de
solo seis a siete meses o durante los 12 meses del afio (ABT, 2010); por lo

que requiere aumentar la produccién de la mora de castilla.
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La mora registra problemas de productividad en Ecuador, debido al uso
de sistemas de propagacion tradicionales. Segun Monteiro (2004)
mencionado por Paucar (2011), la mora es propagada por métodos
vegetativos. Tradicionalmente tiene dos sistemas: estaca y acodo (Huanca,
1991), estos tipos de procesos son los que facilitan la diseminacion de
plagas y enfermedades que afectan la calidad y cantidad de la produccién
con la consecuente pérdida econdmica para el productor. Ademas con estos
meétodos el numero de plantas homogéneas que se pueden obtener de cada
planta madre es reducido, al propagar se obtiene un numero limitado de
plantas; mientras que por el método de cultivo de tejidos in vitro, se
obtendria el doble de plantas y mucho mas por el sistema de organogénesis,
ya que se obtendrian un gran numero de nuevos brotes a partir de

cantidades minimas de tejido (Pati, Sharma, Sood, & Ahuja, 2004).

En funcién de la necesidad existente de aumentar la multiplicacién
Rubus glaucus Benth, se plantea explorar tecnologias que abaraten y
estimulen el uso de plantas obtenidas en los campos, y permitan obtener
plantas libres de enfermedades y de mejor calidad, ademas que permitan la
reducciéon de los costos de produccion por planta, para lo cual es necesario
aumentar los indices de multiplicacion (IM) y disminuir los costos de los
medios de cultivo. Tomando en cuenta estos factores, se puede decir que la

forma de propagacién adecuada sera el cultivo in vitro (CIRAD, 2003).
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El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a diferentes
técnicas de cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos
(células desprovistas de su pared celular), células, tejidos, érganos y
plantas completas. Mediante éstas y otras técnicas de cultivo, es posible
obtener plantas libres de microbios en un medio nutritivo aséptico (estéril) en
condiciones ambientales controladas. También se lo conoce como “cultivo in

vitro de plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (CIRAD, 2003).

En mora, existen reportes de micropropagacion in vitro, Arabelaez (2008)
publico el protocolo de micropropagacion de Rubus glaucus Benth en medio
sélido y por inmersion temporal; en la mayoria de casos se trabaja con
regeneracion indirecta (formacion de callos), donde la variacion somaclonal
es mas frecuente. Sin embargo hay muy pocos estudios en organogénesis
directa, la misma que es de gran ayuda para propagar plantas élites sin

generar variabilidad genética (Paucar, 2011).

En esta investigacion, se uso una de las técnicas de cultivo in vitro que
es la micropropagacion. Se emplearon el Sistema de Inmersion Temporal
(SIT), que aparte de abaratar costos de produccién y solucionar las
dificultades de los cultivos estaticos, despliegan la posibilidad de automatizar
algunas etapas del cultivo in vitro, permiten mayor facilidad de escalado y
aumentan los indices de multiplicacion, desarrollo y productividad del

material propagado (Pérez, Ponce, Jiménez, & Agramonte, 1998).
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Los SIT pueden aplicarse en la propagacion masiva de plantas élites,
mediante organogénesis o embriogénesis somatica, para incrementar los
coeficientes de multiplicacion en comparacion con las formas
convencionales de propagacion in vitro (cultivo en medio sélido o liquido

semi-sumergido o sumergido) (CIRAD, 2003).

Es por esto, que la automatizacion de una, o mas etapas de los procesos
de micropropagacion es una opcidn para la reduccion de costos de
manipulacion, reduccion del espacio e incremento de volumenes de

produccion (Aharoni, 2002).

Los biorreactores pueden proveer un sistema rapido y eficiente para la
micropropagacion de plantas por medio de la aplicacién de técnicas de
cultivo in vitro, tales como la induccion de organogénesis directa en medio

liquido (Colmenares & Giménez, 2005).

Las ventajas que presenta este sistema sobre el cultivo en medios
liquido son entre otras, mejor manejo sobre las condiciones del cultivo,
contacto directo del explante con el medio de cultivo, un éptimo y continuo
suplemento de reguladores de crecimiento y nutrientes a los explantes

(Filgueira, 2010).
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1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general del proyecto

Evaluar la produccion de explantes de mora sin espina Rubus glaucus
Benth en la fase de multiplicacion vegetativa del sistema de inmersién

temporal.

1.3.2. Objetivos especificos

Seleccionar la dosis 6ptima de BAP o BAP+PBZ en medio de cultivo
liquido en inmersion parcial para la multiplicacion de mora sin espina Rubus

glaucus Benth, a fin de establecerla en el sistema de inmersion temporal.

Evaluar tres tiempos de ciclo de inmersién temporal, para los explantes
de mora sin espina Rubus glaucus Benth, en la fase de multiplicacién del

SIT.

Analizar financiera y economicamente el costo de la produccién de la
mora de Catilla sin espina Rubus glaucus Benth en la fase de multiplicacién

en el sistema de inmersion temporal.
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1.4. Marco teodrico

1.4.1. Generalidades de la mora

En todo el mundo existen alrededor de 400 especies que pertenecen al
género de moras y frambuesas (Rubus), siendo la mayoria de ellas
originarias de las regiones templadas y frias de América del Norte y Europa,
a pesar de que muchas especies estan en estado silvestre en Centro
América, no se puede aseverar que son nativas de esta regién (OIRSA,

2003).

El botanico aleman W.O. Focke, quien estudio la sistematica de la mora,
afirma que la mayoria de las especies son nativas de las zonas templadas
del hemisferio norte. De las especies europeas y americanas, se cree que la
mayoria fueron separadas por los movimientos glaciares durante la edad de

hielo (Bejarano, 1992).

Se han encontrado, en estado silvestre, plantas del género Rubus sp.,
especialmente de mora de Castilla en los Andes Ecuatorianos donde crece
en forma individual, dispersa o formando grupo con otras variedades,
ademas, en 1921, ya se encontraron pequefnas plantaciones de esta mora

cultivadas en Ibarra, Otavalo, Quito y Ambato (Popenoe, 1921).
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1.4.2. Clasificacion botanica

Segun Munoz, 1986, su clasificacion botanica es:

Reino: Vegetal

Division: Antofita

Clase: Dicotiledonea
Subclase: Arquiclamidea
Orden: Rosales

Familia: Rosaceae

Género: Rubus

Especie: Glaucus

Nombre cientifico: Rubus glaucus Benth
Nombre vulgar: Mora

1.4.3. Descripcion Botanica

La mora es una planta silvestre, perenne, arbustiva, semi erecta y con
tallos rastreros o semi erguidos que forman macollas. Las inflorescencias se
presentan en racimos terminales que poseen de 15 a 22 flores, aunque en

ocasiones, se ubican en las axilas de las hojas (Cardenas, 2013).
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1.4.3.1. Raiz

Las raices se distribuyen en los primeros 30 centimetros del suelo
dispuestos horizontal y longitudinalmente de 0.5 a 1.2 metros de largo. Las
raices a mas de sostener la planta permiten su propagacion al presentar

yemas vegetativas capaces de activarse produciendo brotes (Leén, 1987).

1.4.3.2. Tallo

Esta planta emite ramas o cafas de tallo corto, formando una macolla
hasta de cinco metros de diametro. Las ramas y hojas presentan superficie
lisa y el reverso de las hojas estan cubiertos de una cera blancuzca que le
da el tono caracteristico a esta especie (Ledn, 1987). Mide de 1.5 a 2.5 cm
de diametro, pueden ramificarse y emiten constantemente brotes en la base.
El color del tallo varia del cenizo al rojo, algunas estan cubiertos de un
polvillo azul blanquecino y otros de color verde y café oscuro, cuando estan

maduros son lefiosos (Cardenas, 2013).

1.4.3.3. Hojas

Las hojas tienen tres foliolos, dos basales casi opuestos y uno terminal.

La forma de los foliolos varia mucho, de oval a eliptica: con bordes que son
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finamente aserrados y en el peciolo y lado inferior de la hoja hay espinas
curvas y agudas (Leodn, 1987). Su dimensién varia de 5 a 12 cm de largo,
acuminados y aserrados, verde oscuro en el haz, y blanquecino en el envés

(Cardenas, 2013).

1.4.3.4. Flores

Las flores brotan en racimos terminales. El perianto se compone de caliz
de cinco sépalos agudos y persistentes y corola de unos 2.5 cm de diametro,
con cinco pétalos blancos o rosados y caedizos. El perianto esta inserto en
un receptaculo o hipantio, de cuya base en forma de disco salen muchos
estambres, y que se prolongan hacia arriba en un cuerpo coénico, en el que
estan insertados numerosos carpelos (Ledn, 1987). Las flores miden de 2 a
2.5 cm de diametro y se disponen en racimos en las puntas de las ramas.

Las ramas florecen en racimos terminales (Cardenas, 2013).

1.4.3.5. Fruto

El fruto resulta del desarrollo conjunto de los carpelos y del hipantio: los
primeros estan llenos de liquido rojo o morado, acidulo y de sabor agradable
y contiene semillas diminutas. Los tejidos del hipantio, son mas suaves y

menos jugosos. Los frutos de Rubus glaucus miden de dos a tres
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centimetros de largo y su perfil varia de circular a eliptico (Ledn, 1987).
Ademas, esta compuesto por 70 a 100 drupas que se adhieren al
receptaculo y, dentro de cada drupa hay una semilla, y cada fruto posee de
de 100 a 120 semillas. La produccion de fruto es continua, aunque presentan

épocas de mayor produccion en intervalos de 5 a 6 meses (Cardenas, 2013).

1.4.4. Diversidad genética

El género Rubus comprende alrededor de 250 especies, sin contar con
varias agamoespecies (produccion de semillas asexualmente) del género R.

fruticosus (Romolerux, 1996).

Las moras de origen andino son las siguientes: “mora criolla” R.
floribundus, “mora de gato” R. gigantus, “mora silvestre” R. adenotrichos, R.
uticaefolius, R trichomallus, R. roseus, R. macrocarpus benth, R shankai
standl, “mora de cerro” R. bogotenesis y “mora de castilla” R. glaucus Benth

(Romolerux, 1996).

1.4.5. Variedades

Segun De la Cadena y Orellana (1985), Bejarano (1992) y Martinez et al.

(2007), las variedades cultivadas en Ecuador son: Mora de castilla: planta
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autoctona (98% de la superficie plantada con Rubus glaucus), con mayor
importancia comercial, Olallie: liberada por la estacion experimental de
Oregon, y Brazos: liberada por la estacion experimental Texas (More et al.,

1993).

En el Ecuador, dentro de las variedades comerciales, las mas
importantes son la de Castilla y, en los ultimos afios, la Brazos proveniente
de Texas, la cual es apta para la exportacién por su alta productividad.

(Martinez, et al., 2007).

1.4.6. Propagacion de la mora

1.4.6.1. Propagacion asexual

Muchas plantas tienen la capacidad de reproducirse asexualmente, ya
sea por regeneracion de 6rganos vegetativos como raices y tallos o por
semillas apomicticas (semillas con embriones donde el origen es totalmente
materno y provienen de tejido diploide que rodea el saco embridnico)

(Huanca, 1991).

Entre las desventajas de la reproducciéon asexual tenemos la
desaparicion de ese genotipo en cambios ambientales desfavorables.

Muchas plantas que se reproducen asexualmente, intermitentemente utilizan
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la reproduccion sexual, esto es para producir nuevos genotipos y que pueda

ocurrir seleccion natural (Huanca, 1991).

Artesanalmente, la propagacion de la mora se realiza por acodos y
estacas. A pesar de ser la micropropagacion otra forma de propagacion

asexual, tiene muchas ventajas.

Acodo

El acodo es un método de propagacion en el cual se provoca la
formacion de raices adventicias a un tallo que esta todavia adherido a la
planta madre. Luego, el tallo enraizado, acodo, se separa para convertirlo

en una nueva planta que crece sobre sus propias raices (Huanca, 1991).

El acodado puede considerarse como una preparacion para divisiones
subsecuentes. Puede ser un medio natural de reproduccion como en la
frambuesa o puede inducirse por los métodos “artificiales” que se describen

mas adelante (Huanca, 1991).

Estacas

En la propagacion por estacas, una parte del tallo, de la raiz o de la hoja

se separa de la planta madre, se coloca bajo condiciones ambientales
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favorables y se le induce a formar raices y tallos, produciendo asi una nueva
planta independiente, que en la mayoria de los casos es idéntica a la planta

de la cual procede (Huanca, 1991).

Micropropagacién

La micropropagacion es una técnica de propagacion vegetativa basada
en la capacidad que poseen las células vegetales de dividirse y de regenerar
organos y plantas enteras. La propagacion vegetativa es en la que sin
participacion de los organelos reproductores de la planta, por medio de
estimulos de la induccion de yemas axilares se da lugar a nuevos brotes.
Ademas es una propagacion clonal (clon es un organismo o grupo de
organismos que derivan de otro a través de un proceso de reproduccién
asexual (Huanca, 1991)) ya que la formacién de yemas axilares asegura la
produccion de plantas conformes genéticamente al tipo original (Marin

Velazquez, 1997).

La micropropagacion es un proceso que utiliza técnicas de cultivo in
vitro, en las que se selecciona explantes, se desinfecta, y, artificialmente, se
le otorga condiciones para que sus células manifiesten su totipotencialidad
(Rodrigo, 2009), se controla la composicion y concentracion de sus
componentes en el medio de cultivo, ademas las condiciones ambientales
(luz, temperatura, humedad relativa) que se mantienen a unos niveles

Optimos para el crecimiento (Marin Velazquez, 1997).
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La técnica de micropropagacion se usa como mecanismo para multiplicar
plantas desde partes de ellas, que otros sistemas de propagacion no son
capaces de utilizar (Rodrigo, 2009). Como la multiplicacion es rapida y a
gran escala, se obtienen beneficios en ahorro de tiempo y de recursos. En
efecto, 1m? de plantas en el laboratorio puede representar una hectarea en
el campo; la tasa de crecimiento es exponencial y el material obtenido es

uniforme (Rodrigo, 2009).

1.4.7. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El avance alcanzado por las ciencias biolégicas ha permitido en los
ultimos anos el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como
molecular, y en condiciones de laboratorio es posible actualmente
reproducir todos los factores que puedan incidir en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Este principio general se aplica también al cultivo

in vitro de plantas (Stewart, 2008).

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro
de un frasco de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las
plantas tiene dos caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de

gérmenes), y el control de los factores que afectan el crecimiento.
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Seria recién en la década del 50 cuando se determina la importancia del
balance hormonal en las plantas, con el descubrimiento de las hormonas

vegetales mas usadas en la actualidad.

1.4.8. Hormonas

Son menos de diez las fitohormonas que se encuentran en las plantas
tanto en terrestres como en acuaticas de agua dulce. La presencia de
hormonas en diferentes concentraciones en la planta y sus células, permite
éstas desarrollen morfologias distintas, los cuales se dan de acuerdo del
grado de ontogenia. Las células en crecimiento por accion de varias
hormonas expresan division y elongacion celular; sin embargo, bajo
condiciones in vitro, se ha observado que las células inician procesos de

diferenciacién bajo ciertos niveles hormonales (Jordan & Casaretto, 2006).

La presencia de niveles relativamente altos de citocininas y auxinas
conduce a una multiplicacién celular con escasa diferenciacion, al contrario,
si se combinan diferentes niveles de auxinas y citocininas pueden darse
varias respuestas alternativas. Si existe un nivel relativamente alto de
citocininas vs. auxinas, se genera formacion de nuevos brotes; si por el
contrario, los niveles hormonales se invierten y tuvieramos un nivel
relativamente algo de auxinas vs. citocininas, se originan raices (Jordan &

Casaretto, 2006).
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1.4.8.1. Auxinas

Hormonas asociadas con los tejidos de intensa division, especialmente
en meristemas apicales de tallos y raices, hojas jovenes y frutos en
desarrollo. Esto ocurre también en hojas maduras y apices de raices,
aunque en menor proporcion (Soberdn, Quiroga, Sampietro, & Vattuone,

2005).

La forma predominante en las plantas es el acido indolacético (AlA),
presente en concentraciones nanomolares. Otras formas naturales de
auxinas son el acido 4-cloro-indolacético (4-CI-IAA), acido fenilacético (PAA),
acido indol butirico (IBA) y el acido indol propionico (Jordan & Casaretto,

2006).

Sintesis y degradacion

Las auxinas se encuentran en las regiones que estan en crecimiento
activo. La sintesis de AIA ocurre principalmente en meristemos apicales,

hojas jévenes y frutos en desarrollo.

Las plantas usan dos rutas para sintetizar AIA, una dependiente del

triptéfano (Trp) y otra independiente de él. La sintesis de AIA puede derivar
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del triptéfano por cuatro vias: por descarboxilacion para producir priptamina,
por oxigenacion para originar idolacetamida, por transaminacion para
producir acido indol-3-pirdvico y por oxigenacion para producir indol-3-

acetaldoxima (Figura 2) (Jordan & Casaretto, 2006).

CO0H

— COOH
/% = \ | i, COnH
@Nq [ MK £
Ac_ Indol-3-acstico Ac_ Indok-3-butirico Ac. fenilacético
(184 1B (P
C ~ GO CIOOH
— L .
> |:" 3-.-”.
MH ‘ ‘ o
Ac. elorsindalk3-acélica Ac. naftalen-acético e, 2-medo, 36
(Cl-1AA) (MAR) Diclorobanzoize (dicamba)
CO0H Cio0H
s
n—" DJ
] ¢l
=
S el
L] il
Ac. 2, 4-diclorafenoxiacétion Ag, 2,4 5-triclorefenoxiacétion
12,4-0) {2.4,5-T)

Figura 2 Estructura de algunas auxinas naturales (IAA, IBA,PAA, CI-IAA)y
sintéticas (NAA, dicamba,2,4-D y 2,4,5-T)

Fuente: Jordan & Casaretto, 2006

Transporte de auxinas

La mayor parte de auxinas que se producen en las hojas maduras viaja al

resto de la planta en forma pasiva y apolar por el floema; una vez que se
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encuetra en el tejido receptor, el transporte ocurre a través de las células de
forma polar, activa, unidireccional e implica consumo energético. El
gradiente de pH entre la pared celular (pH=5) y el citoplasma (pH=~7) facilita

la entrada de la forma reducida del IAA (Jordan & Casaretto, 2006).

Efectos fisiolégicos de las auxinas

Las auxinas influyen en la division, crecimiento y diferenciacion celular.
Ademas de estimular el crecimiento de los tallos, inhiben el crecimiento de la
raiz primaria, pero estimulan la formacion de raices secundarias. Las
auxinas promueven la biosintesis de la hormona etileno que inhibe el
crecimiento radicular. Las auxinas promueven la dominancia apical,
reprimiendo el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo;

ayudan al desarrollo de flores y frutos (Jordan & Casaretto, 2006).

Mecanismo de accion

Las auxinas promueven el crecimiento del las plantas por aumento de la
expansion celular. Segun el “efecto acido”, las auxinas estimulan la actividad
de la bomba de protones (H'-ATPasa) localizada en la membrana
plasmatica a través de la activacion de bombas preexistentes y por induccion

de sintesis de nuevas H*-ATPasas. La extraccion de protones hacia la pared
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celular genera una reduccion del pH lo que a su vez activa proteinas que
rompen enlaces de hidrogeno entre los constituyentes de la pared. Los
candidatos directos son las expansinas que son proteinas que favorecen la

plasticidad de la célula (Jordan & Casaretto, 2006).

1.4.8.2. Citoquininas

Hormonas reguladoras de crecimiento que influyen en la divisidén celular,
que se derivan de adenina o aminopurinas. Entre sus efectos fisiologicos
esta la promocion de la division celular, la formacién y crecimiento de brotes
laterales, la maduracion de los cloroplastos, la movilizacién de nutrientes
hacia las hojas y retraso de la senescencia (Soberdn, Quiroga, Sampietro, &

Vattuone, 2005).

Sintesis, degradacion y transporte

Las citocininas son hormonas esenciales en varios procesos de
crecimiento y desarrollo de las plantas. Las citocininas naturales son
generadas por las plantas a partir de DMAPP (via del acido mevalénico) y
5'AMP vy su sintesis sucede principalmente en la raiz, aunque también en el

meristema apical y en semillas inmaduras (Figura 3). Los reguladores
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sinteticos como BA, kinetina o TDZ, son mas potentes que las hormonas
naturales (zeatina, frans-zeatina o isopentiladenina), debido a que las
artificiales no pueden ser degradadas o metabolizadas por el tejido. TDZ es
considerado uno de los inductores mas potentes en la formacion de nuevos

brotes 0 embriones somaticos tanto en plantas lefiosas como herbaceas

(Jordan & Casaretto, 2006).
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Las citocininas se localizan en el floema y xilema y su presencia se
considera como una posible sefial vinculada con el déficit de nutrientes en el

suelo.

Efectos fisiolégicos

Las citocininas promueven la division celular estimulando la progresion
del ciclo. En la fase de G1, inducen la acumulacion de ciclinas y por tanto

promueven un nuevo ciclo celular.

Provocan la iniciacion de brotes, organogénesis y androgénesis(
individuo con la mitad de la dotacién cromosomal), son las hormonas claves
para inducir la formacién de nuevos brotes en diversos explantes in vitro.
Junto a auxinas, promueven la produccion de callos, de los cuales es posible
inducir la formacién de brotes y raices, como también de embriones

somaticos.

Un efecto de la citocinina es retardar la senecencia de las hojas. Las
citocininas permiten el desarrollo de cloroplastos en oscuridad,

reemplazando parcialmente la demanda de luz.
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1.4.8.3. Giberelinas

Son sustancias promotoras del crecimiento. Provocan la elongacion de
tallos debido al alargamiento de las células mas que a un incremento de la
division celular, ya que aumenta la extensibilidad de la pared celular

(Soberdn, Quiroga, Sampietro, & Vattuone, 2005).

1.4.8.4. Retardantes de crecimiento

Los retardantes de crecimiento actuales son compuestos organicos
sintéticos que retrasan la divisién y alargamiento celular en tejidos del brote
en activo crecimiento, sin provocar malformaciones en los tallos o en las
hojas. Villegas & Lozoya (1991) manifiestan que los retardantes de
crecimiento actuan en la oxidacion del kaureno a acido laurenoico para la
produccion de giberelinas, de esta forma se reduce la tasa de division y
expansion celular, sin el riesgo de causar toxicidad. Las consecuencias
morfolégicas se muestran en la reduccion del crecimiento, pero también se
manifiesta un estimulo en la produccion de flores en algunas especies

(Alcaraz, Ruvalcaba, Villegas, & Tafoya, 2008).

Los triazoles son extremadamente activos y efectivos para retardar la

altura de plantas a muy bajas concentraciones. El paclobutrazol es un
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derivado de la pirimidina que se ha usado para reducir el rompimiento de las
raices en plantulas para transplante y hacerlas mas compactas (Alcaraz,
Ruvalcaba, Villegas, & Tafoya, 2008). Se ha reportado al PBZ como inhibidor
de la sintesis de giberelinas, capaz de retardar el crecimiento de cultivos e
incrementar su resistencia al estrés, por lo que presenta potencial para
mejorar la aclimatacion de algunas plantas (Torres & Mogollén, 2002),
también reduce la absorcion de agua durante la proliferacion celular,
disminuye la vacuolizacion y los espacios intercelulares, acortando los tallos
y reduciendo el tamafio de la hoja, induciendo a la formacion de brotes en

agrupaciones (Ziv, 1990).

1.4.9. Medios de cultivo

1.4.9.1. Cultivo en medio semisoélido

Son aquellos medios a los cuales se agrega un agente gelificante y son
ampliamente usados en el establecimiento de explantes. (George, 1993). El
agente solidificante mas usado es el agar. El explante se mantiene estatico
sobre el medio, con sélo uno de sus extremos en contacto por donde se

realiza la absorcion de nutrientes (Lorenzo, et al., 1998).

Aunque se usa ampliamente, este medio presenta una serie de

desventajas como: la baja tasa de multiplicacion en algunas especies y
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cultivares, la necesidad de cambiar el medio periédicamente por el
agotamiento de nutrientes, y la necesidad de lavar el agar de las raices

antes de trasladar las plantulas al sustrato.

1.4.9.2. Cultivo en medio liquido

La utilizaciéon de este sistema da como resultado mayores tasas de
crecimiento que en medios solidos, debido a la mayor superficie de contacto
del explante con el medio y a las menores gradientes de difusion entre el
medio y el explante, lo que facilita la absorcion de nutrientes (George, 1993).
Ademas se logra mayores tasas de crecimiento, mayor superficie de
contacto, toma de nutrientes y reguladores mas eficiente y dispersion mas
efectiva de metabolitos tdxicos. La inmersion continua de los tejidos en el
medio de cultivo provoca sintomas de stress por oxidacion y vitrificacion

(Damiano, Gentile, La Starza, Frattarelli, & Monticelli, 2003).

1.4.10. Etapas de la micropropagacién clonal in vitro

Los principios basicos de la técnica de micropropagacién son iguales en
los diferentes tipos de plantas, y fueron descritos por Murashige (1974) en
un esquema que consta de tres fases diferenciadas, con requerimientos
nutritivos, hormonales y ambientales diferentes:

Etapa 1: Establecimiento del cultivo
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Etapa 2: Multiplicacién de propagulos

Etapa 3: Restablecimiento de las plantas al suelo

En la micropropagacién clonal in vitro de plantas se considera cuatro

etapas o pasos segun (Harisha, 2007):

ETAPA 0: Selecciéon del material vegetal

Dos factores son particularmente importantes en el establecimiento del

cultivo: el explante y la esterilizacion.

La eleccion del tipo de explante puede ser determinante para el éxito del
establecimiento del cultivo. En la micropropagacion de frutales, los mas
adecuados son los apices de tallo y las yemas axilares (Marin Velazquez,

1997).

El cultivo de una planta inicia de cualquier parte de la misma y su estado
fisioloégico representa una mayor influencia en su respuesta al inicio del
cultivo de tejidos, (Harisha, 2007). Por eso existen ciertas consideraciones
que se deben resaltar para la seleccion del explante: la planta madre debe
estar saludable, fuera del estado de senescencia y libre de signos de
enfermedad por patdégenos, teniendo en cuenta que un tejido joven contiene
una proporcion mas alta de células en division por lo que al iniciar en tejido

desdiferenciado su tasa de crecimiento sera mayor (Harisha, 2007).
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ETAPA 1: Establecimiento del cultivo aséptico

Una vez tomados los explantes y antes de ser introducidos en el medio
de cultivo hay que eliminar todas las esporas de hongos y bacterias que
tienen en su superficie. El grado de esterilizacion dependera del estado de la
planta origen. Si las plantas han crecido en el exterior, la presencia de
gérmenes sera mayor que si se han cultivado en invernadero (Marin

Velazquez, 1997).

Esta etapa corresponde a la obtencion de un cultivo aséptico del material
vegetal con el que se va a trabajar, por lo que se debe realizar el proceso de
desinfeccion al explante para tratar de eliminar la presencia de
microorganismos que pudieran destruir el cultivo a consecuencia de la
competencia por los nutrientes del medio de cultivo (Roca & Mroginski,

1993).

La desinfeccion se puede realizar con varios agentes quimicos, entre
ellos estan el etanol a una concentracién del 70% v/v, hipoclorito de sodio a
0.5% hasta 3% v/v, entre otros (Roca & Mroginski, 1993). Ademas se puede
colocar tensoactivos como el Tween 80 o 20 para disminuir la tension

superficial del agua y permitir que el explante reciba una mejor desinfeccion.

Se recomienda realizar enjuagues con agua destilada para eliminar

residuos del agente quimico en los explantes posterior a la desinfeccién
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realizada con las diferentes soluciones desinfectantes (Roca & Mroginski,

1993).

Cada especie de planta requiere de protocolos especificos de
desinfeccion, dependiendo también del tipo de explante que se vaya a
utilizar. Incluso algunos requieren de mecanismos fisicos ademas de los

quimicos para asegurar su desinfeccion.

Entre los factores que se toma en cuenta para garantizar una buena
desinfeccion son: el método, la concentracion y el tiempo de inmersidén en
las soluciones agentes quimicos desinfectantes al que se los someta al

explante (Roca & Mroginski, 1993).

ETAPA 2: Induccioén de brotes

Después de la etapa de desinfeccion del material vegetal y la
preparacion del medio de cultivo se procede a la presente etapa que es la de
induccion. El inicio del cultivo es una fase muy delicada en la que la porcion
de tejido vegetal que sirve de indculo debe sobrevivir al aislamiento del resto
de la planta original y comenzar el crecimiento in vitro (Marin Velazquez,

1997).
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Esta etapa se la realiza en camaras de flujo laminar horizontal para dar
proteccion de la muestra; con lo que se pretende reducir la posibilidad de

contaminacion exogena del explante y del medio de cultivo.

En cultivo in vitro las plantas no son completamente autétrofas, por lo
que la composicion del medio de cultivo es fundamental para su desarrollo.
El medio de cultivo mas comun y mas utilizado es Murashige y Skoog

(1962), en especial si el objetivo es la regeneracion de plantas (Pierik, 1990).

Luego de sembrar los explantes en los medios, se mantiene los frascos
sembrados en un cuarto de incubacion donde seran monitoreados
permanentemente para registrar presencia/ausencia de contaminacion. Si no
hay contaminacién se deja crecer los explantes hasta que tengan las
condiciones deseadas para cambiar de medio para la diferenciacion del

tejido (Roca & Mroginski, 1993).

ETAPA 3: Multiplicacion de brotes

Se espera que el material vegetal que sobrevivio a la etapa de
desinfeccion y a la de establecimiento, haya originado brotes con hojas. Este
tejido puede ser nuevamente fragmentado y trasladado a un nuevo medio de
cultivo en el cual su desarrollo continuara con la formacion de tejido
desdiferenciado, callo o formacion de brotes, (Cubero, 2003). Estos nuevos

brotes se deben subcultivar periédicamente con la finalidad de obtener una
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mayor cantidad de plantulas en cada divisién. El numero de plantas que se
obtenga dependera de la especie, su genética, y las condiciones del medio

de cultivo (Castillo, 2011).

ETAPA 4: Enraizamiento y elongacién

El proceso de enraizamiento requiere generalmente del trasplante de los
brotes propagados a un medio de cultivo con menor concentracion de sales
y un balance hormonal apropiado para la induccion de radicula.
Generalmente se disminuye la concentracion de citoquininas y se aumentan
la concentracion de auxinas exdgenas para estimular la diferenciacién del
sistema radical (Roca & Mroginski, 1993). Al final de esta etapa debera
quedar formada completamente la vitroplanta (Rojas, Garcia, & Alarcon,

2004).

1.4.11. Sistema de inmersion temporal

En el afo 1997, surgié el denominado Sistema de Inmersion temporal,
creado en el CIRAD de Francia (Centre de Coopération Internationale en
Recherche Agronomique Pour le Développement), este sistema, se logré a
partir de la aplicacion de un flujo de aire a uno de sus frascos, el cual hacia
subir el medio de cultivo y luego de bafar los explantes, el medio descendia

por gravedad.
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Este método ha revolucionado los métodos tradicionales de
micropropagacion, pues se ha logrado una mayor tasa de multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion, asi como niveles elevados de supervivencia
en condiciones de campo, se plantea que este sistema provoca cambios en
la atmosfera interna de los frascos, trayendo consigo un mayor crecimiento y
desarrollo de los explantes, ademas de que las vitroplantas mantienen una
capa superficial de medio de cultivo hasta la préxima inmersién, lo que evita
la pérdida por desecacion (Rosales, Rodriguez, Alvarado, & Cardenas,

2003).

La aplicacion de técnicas biotecnolégicas para el mejoramiento de la
agricultura se ve limitada por los altos costos de transferencia de la
tecnologia desde el laboratorio al campo y por la falta de informacion e
interés de los productores agropecuarios ante la posibilidad de usar la
biotecnologia como una herramienta para aumentar los niveles de

produccion (Bermudez, 1997).

La semi-automatizacién de los sistemas de propagacion in vitro de
plantas es un paso fundamental para la reduccién de los costos, al respecto,
el cultivo en medio liquido representa una alternativa para la reduccion de
los costos operativos en la micropropagaciéon de plantas (Pérez, Ponce,
Jiménez, & Agramonte, 1998). Sin embargo, se han reportado efectos

negativos como la hiperhidricidad o dificultades en la aclimatacion de plantas
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propagadas en medios de cultivos liquidos estaticos (Bhagyalakshmi &
Singh, 1995). Por ello se han creado los sistemas para la inmersién temporal
(SIT) de los explantes, que permiten el empleo de medios de cultivo liquido
sin efectos colaterales. Sobre la base de estos principios, se han construido
una serie de aparatos como los descritos por Aitken-Christie y Davis (1988),

quienes reportan el aumento en numero y peso de brotes.

El SIT ademas de solucionar las dificultades de los cultivos estaticos,
despliegan la posibilidad de automatizar algunas etapas del cultivo In vitro,
permiten mayor facilidad de escalado y aumentan los indices de
multiplicacion, desarrollo y productividad del material propagado (Pérez,
Ponce, Jiménez, & Agramonte, 1998). El SIT pueden aplicarse en la
propagacion masiva de plantas élites, mediante organogénesis o
embriogénesis somatica, para incrementar los coeficientes de multiplicacién
en comparacion con las formas convencionales de propagacion in vitro
(cultivo en medio solido o liquido semi-sumergido o sumergido) (CIRAD,

2003).

1.4.11.1. Importancia del SIT ante la micropropagacion

Al trabajar en medios liquidos temporales se puede mantener una gran
cantidad de plantulas en un mismo volumen. El contacto intermitente del

medio con los explantes reduce el nivel de toxinas presentes, ya que se
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mantienen limpias de sus propios exudados que pueden ser perjudiciales

para su crecimiento (Cruzat, 2009).

El mecanismo permite renovar y/o modificar la atmdsfera interna de los
contenedores y eventualmente, controlar ciertos aspectos de su desarrollo

(preaclimatacioén) (Cruzat, 2009).

Estas dos caracteristicas del contacto intermitente de toda la superficie
de los explantes con el medio y del intercambio gaseoso de la atmosfera
interna no suelen combinarse en otros procedimientos de cultivo de tejidos

vegetales (Berthouly & Etienne, 2005).

Este método muestra un impacto importante en los métodos
tradicionales de micropropagacién, ya que se ha logrado una mayor tasa de
multiplicacion y aclimatacion, asi como mayores niveles de supervivencia en

condiciones de campo (Rodrigo, 2009).

La ventilacién de aire forzado contiene concentraciones de gases y
humedad relativa del cuarto de cultivo, probablemente con un efecto
positivo. La humedad relativa resultante de la ventilacion forzada puede
estimular la transpiracién de las plantas, que luego sera mas eficiente para

adaptarse a condiciones ex vitro (Berthouly & Etienne, 2005).
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1.4.11.2. El valor de la herramienta desarrollada

El sistema de inmersion temporal en biorreactores constituye una
herramienta tecnoldgica interesante, principalmente para el sector dedicado
a la multiplicacién de plantas, ya que su implementacion permitiria mejorar la
eficiencia del proceso de propagacion in vitro de distintas especies, con los
siguientes méritos respecto de la técnica convencional (Rodrigo, 2009):
aumento importante en las tasas de multiplicacién, mejoramiento en el
porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de las plantas en la etapa de
aclimatacion; aumento en los niveles de mecanizacion de algunas etapas de
la micropropagacioén, reduccion en el uso de la mano de obra, reduccién en
los costos de reactivos e insumos por planta final, disminucién del costo por

planta y aumento de la rentabilidad del proceso.

1.4.11.3. Parametros que afectan la eficiencia del Sistema de

Inmersion Temporal.

Frecuencia y tiempo de inmersion

La frecuencia y el tiempo de inmersidon son parametros muy importantes
a considerar, ya que regulan la absorcion de nutrientes y la expresion de
hiperhidratacion (Berthouly & Etienne, 2005). Para evitar la hiperhidratacion

de varias especies, deben usarse tiempos cortos y frecuencias amplias de
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inmersion, ya que el contacto continuo de los tejidos con el medio de cultivo

liquido es fuente de hiperhidratacién (Berthouly & Etienne, 2005).

Volumen de medio liquido

Otro factor de importancia es el volumen del medio liquido cuando se
utilizan sistemas de inmersion temporal ya que a mayor volumen de medio,
disminuira el area del volumen de aire. Por eso recomiendan utilizar 50ml
por explante, y que el medio de cultivo ocupe la cuarta parte del recipiente

que lo contiene (De la Cruz, 2014)

1.4.11.4. Funcionamiento del SIT

Un recipiente que contiene las plantulas esta conectado con otro que
contiene la solucidon nutritiva; a su vez, cada uno se conecta con una
manguera de presion de aire. El traslado del medio liquido al otro recipiente
se produce mediante el aumento de la presion de aire interna, asi, el medio
se moviliza hacia el contendor de menor potencial de presion. Este
mecanismo se realiza en ambos contenedores, alternadamente, como se

observa en la Figura 4 (Rodrigo, 2009).



53
El tiempo en que estén en contacto, los explantes con el medio se
conocen como tiempo de inmersién, y el intervalo que existe entre los

tiempos de inmersion se conoce como el tiempo de ciclo o frecuencia.
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1) El tarmparizadar uno abre la vabvula solencede B1 v la presidn de aire provanients do la bomba A1
impulaa o madio de cullvo al frasos que contiens las plantas; 2) Tempo die inmensiin; 3) Despobs
dia un paricdo de tempo saleccionado, el segundao lemporizador abre ia vahula B2 y la bomba de
aire A2, regresands of medo de cultivo al frasco reservono de medio, A Bomba de are B Vilwia
solenceds G Filtros. El recuadro rojo, indica gue la vabvula solencide esth aberta, parmiliendo la
libracion de presidn dentra del frascoo, misntres que b olra vabaula ssta cerada. Cortesia del Centro
dia Bioplantas, Cuba

Figura 4 Sistema de inmersién temporal (SIT)

Fuente: Villapudua & Sainz, 2005
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

2.1. Seleccién de la dosis 6ptima de BAP o BAP+PBZ en medio de

cultivo liquido en inmersion parcial.

2.1.1. Recoleccién y transporte del material vegetal

Las plantas muestreadas se seleccionaron in situ escogiendo los
explantes con las mejores caracteristicas: mayor numero de hojas, libres de
enfermedades; ademas plantas con un numero de yemas adecuado y
condiciones fisiolégicas similares (Pierik, 1990). La recoleccion se la realizé
en el Valle de los Chillos, se corté varetas con un diametro de 0.9 cm +0.2 y
1m de largo. Las varetas fueron empacadas en papel periddico, se rocié con

agua para mantener la humedad hasta trasladarlas al laboratorio.

2.1.2. ETAPA 1: Desinfeccion del material vegetal

Una vez en el laboratorio, el material vegetal fue lavado con detergente
liquido; con un cepillo se retiro las impurezas que estaban en las varetas,
posteriormente se sumergieron en una solucion de Benlate 2 g, Tetraciclina
(1 capsula 0 5 mg), jabén liquido (100 ml), yodo (5 ml) y acido citrico (0.1 g),

aforado a 4 litros de agua destilada durante 45 minutos.
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Luego de la desinfeccidn, se enjuagd con agua destilada tres veces por
un minuto cada enjuague. Se corto las varetas en trozos de 10 cm, dejando

en el centro de cada corte de una a dos yemas.

El material vegetal fue trasladado a camara de flujo laminar, y se los
sumergio en una solucion al 8% de cloro comercial durante diez minutos, se
lavé con agua destilada tres veces seguidas durante diez minutos.
Finalmente, los explantes fueron cortados por los extremos hasta quedar de
2 cm de longitud aproximadamente para realizar la introduccion en el medio

MS (1962).

2.1.3. ETAPA 2: Introduccion del material in vitro

2.1.3.1. Preparacién del medio de cultivo para introduccién

Para la fase de introduccion se utilizaron las sales de Murashigue y
Skoog al 50 % de macro y micronutrientes, adicionalmente se colocé 15 gxL~
' de sucrosa, 0.5 mL BAP [1500 mLxL ™" y 0.1 mL AIA [1500 mLxL™"]; se
regul6 el pH del medio de cultivo a 5.6, luego se adicion6 4g de agar y se lo
disolvio a temperatura. Se dispens6é 20ml de medio en envases previamente
esterilizados y luego se autoclavaron los envases a una presion de 15 PSl a

121°C durante 30 minutos.
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2.1.3.2. Siembra del explante en el medio de cultivo

Luego de la desinfeccion, las miniestacas se sembraron en medios de
cultivo de introduccion estéril y trasladados al cuarto de crecimiento en el
cual permanecieron por un periodo de quince a veinte dias con luz artificial
(16 horas luz y 8 horas oscuridad), temperatura promedio de 23°C. Una vez
conseguido los brotes, se cortd los apicales para subcultivarlos en nuevos
medios de cultivo. Con los brotes obtenidos después del tercer subcultivo, se

dio inicio a la etapa de multiplicacién en el sistema de inmersién parcial.

2.1.4. ETAPA 3: Multiplicacion de los brotes en sistema de inmersién

parcial.

2.1.4.1. Preparacion del medio de cultivo liquido para multiplicacion

Para la fase de multiplicacion en inmersién parcial se utilizaron las sales
de Murashigue y Skoog al 50 % de macro y micronutrientes, adicionalmente
se colocd 30 g.L" de sucrosa, 1.3 ml BAP [1500 mLxL™"], 0.3 ml AIA [1500
mLxL™; 0 mg.L™", 0.75 mg.L", 1.25 mg.L" y 1.75 mg.L™ de CULTAR para
cada tratamiento (Tabla 1); se regulo el pH del medio de cultivo a 5,6. Se

autoclavaron los medios a una presion de 15 PSI a 121°C durante 30
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minutos. Se trasladaron los medios a camara de flujo para dispensar 20ml

en frascos previamente esterilizados.

Tabla 1 Concentracion de paclobutrazol utilizado en el pretratamiento de
multiplicacion de mora sin espina Rubus glaucus Benth, en un Sistema de
Inmersion Parcial.

Tratamiento Reguladores [CULTAR] mg.L"
T1 BAP 0
T2 BAP+CULTAR 0.75
T3 BAP+CULTAR 1.25
T4 BAP+CULTAR 1.75

2.1.4.1. Seleccién y siembra de explantes en el medio de cultivo.

De la fase de introduccion se selecciond explantes que poseian
caracteristicas similares: longitud y grosor del tallo; sin presencia de
contaminacion. Los explantes seleccionados fueron trasladados a camara de
flujo lamiar y se cortaron los apicales para sembrar en los medios de cultivo
de multiplicacion. Posteriormente a las siembras, los cultivos fueron llevados
al cuarto de crecimiento donde permanecieron por dos meses con luz
artificial (16 horas luz y 8 horas oscuridad), temperatura promedio de 23°C.
Una vez transcurrido el mes, se prosiguio a la toma de datos para determinar
el medio de cultivo 6ptimo y asi pasar a la siguiente fase del ensayo,
ademas se realizd una regresion lineal polindmica para determinar la dosis
de CULTAR exacta para conseguir brotes homogéneos y con longitud del

brote deseado (35 mm).
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2.2. Evaluacioén de tres tiempos de ciclo en la produccién de explantes
de mora sin espina Rubus glaucus Benth, en la fase de multiplicacién

en el SIT.

2.2.1. ETAPA 3: Multiplicacion de los brotes en sistema de inmersion

temporal.

2.2.1.1 Preparacion del medio de cultivo liquido para multiplicacion

Para la fase de multiplicacion en el sistema de inmersion temporal (SIT)
se utilizaron las sales de Murashigue y Skoog al 50 % de macro y
micronutrientes, adicionalmente se colocé 30 g.L”' de sucrosa, 1.3 ml BAP
[1500 mLxL™"] y 0.3 ml AIA [1500 mLxL™]; se regulé el pH del medio de
cultivo a 5,6. Se autoclavaron los medios a una presion de 15 PSl a 121°C
durante 30 minutos. Los medios autoclavados se trasladaron a camara de
flujp para ser dispensados en los envases de los biorreactores
correspondientes al medio de cultivo previamente esterilizados; se colocé

50ml por explante en cada biorreactor.

2.2.4.2. Siembra del explante en el medio de cultivo

El sistema de inmersién temporal, estuvo conformado por dos frascos de

vidrio de 850 ml de capacidad, uno para el crecimiento de los explantes y el
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otro como reservorio de medio de cultivo. Estos frascos se conectaron entre

si por una manguera de silicona de 6 mm de diametro (Figura 4).

El medio de cultivo circulé de un frasco a otro en dependencia de la
apertura o cierre de acuerdo al temporizador programable para determinar la
frecuencia y duracion de la inmersion. En la entrada de los frascos se colocd
filtros hidrofébicos (0.20 pm,) para garantizar la esterilidad del aire. La

presion del aire fue regulada por un manémetro (Figura 3).

—_— FLUJO DE MEDIO DE CULTIVO

PRESIGN AIRE

BOMEA APAGADA

@ TIEMPO DE INMERSION
—_—

2
FLUJO DE MEDIO DE CULTIVO
—_—
AIRE o
- PRESION

Figura 5 Sistema de inmersién temporal (SIT)
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Figura 6 Biorreactores en el Sistema de Inmersion Temporal.

Se selecciond explantes del tercer subcultivo de la fase de introduccion,
que poseian caracteristicas similares: longitud y grosor del tallo; sin
presencia de contaminacion. Los explantes seleccionados fueron
trasladados a camara de flujo lamiar y se cortaron los apicales para sembrar
en los envases de los biorreactores correspondientes a los explantes.
Después de la siembra, los cultivos fueron trasladados y permanecieron en
el cuarto de crecimiento por un mese con luz artificial (16 horas luz y 8 horas
oscuridad), temperatura promedio de 23°C. Una vez transcurrido el mes, se

prosiguio a la toma de datos.

2.3. Programacion del SIT

En esta investigacion se trabajo con el tiempo de inmersion constante de
dos minutos, variando solo el tiempo de ciclo y el medio de introduccion de

los explantes iniciales del biorreactor.
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La programacion del tiempo del ciclo del SIT se realiz6 en un
programador légico controlado (PLC) de la marca SIEMENS, en el que se
program¢é tiempos de ciclo de 12, 15 y 18 horas. El software de

programacion es el LOGOSOFT.

2.4. Diseino estadistico

Los factores utilizados para el analisis estadistico en esta investigacion

fueron los siguientes: tiempo de ciclo y medio de introduccién (Tabla 2).

Tabla 2 Factores a usar en el DCA.

A=tiempo de ciclo(horas) B=medio de introduccién
t12 m;=medio solido
tis ms=medio liquido
t1s

Los tratamientos quedaron establecidos como se indica en la Tabla 3:

Tabla 3 Tratamientos utilizados en el arreglo factorial en un DCA.

N° Tratamiento Coddigo Descripcion
tratamiento

1 TR1 t1omg 12h medio de introduccion solido
2 TR2 t1sMs 15h medio de introduccion sdlido
3 TR3 t1sMs 18h medio de introduccion sdlido
4 TR4 t1om, 12h medio de introduccion liquido
5 TR5 tism, 15h medio de introduccion liquido
6 TR6 tism, 18h medio de introduccion liquido
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Como los tratamientos se ensayaron en condiciones homogéneas al igual
que el material experimental, se utiliz6 un arreglo factorial en un disefio
completamente al azar (DCA) con cuatro observaciones por tratamiento y

ocho por nivel del biorreactor.

Se determino la efectividad de los tratamientos en el ensayo mediante el
analisis de las variables indice de produccidn que corresponde a la razén
entre el numero de brotes obtenidos, tras el periodo de crecimiento en el
SIT, respecto a la densidad de explantes iniciales; y peso fresco que se
refiere al peso de los brotes medido al final del tratamiento. También se
midié la vigorosidad de los explantes mediante la observacién de
caracteristicas como: numero de brotes por explante, numero de hojas por
brote y longitud del brote. Se seleccionaron 105 explantes de la fase de
introduccién, y se asignaron 35 explantes a cada tratamiento separados y
distribuidos en forma aleatoria, cinco explantes para cada unidad

experimental.

2.4.1. Unidad experimental

La unidad experimental fueron los frascos, los cuales contuvieron 5
explantes de mora de castilla Rubus glaucus Benth como sub unidades

experimentales.
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2.242. Analisis

El analisis de los resultados se realizd con ayuda del programa
estadistico INFOSTAT, donde se gener6 los analisis de varianza (ANOVA),

pruebas de las medias con Duncan al 5%.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

El presente capitulo muestra los resultados obtenidos, en la inmersion
parcial, determinando el medio de cultivo para trabajar en la siguiente fase

de la investigacion; y los datos obtenidos de la fase de multiplicacién de

mora en el sistema de inmersidn temporal.

3.1. Seleccion de la dosis optima de BAP o BAP+PBZ en medio de

cultivo liquido en inmersién parcial para la multiplicacion de mora sin

espina Rubus glaucus Benth.

Se realizd la estandarizacién del medio de cultivo para multiplicacion,
mediante la aplicacion de CULTAR (paclobutrazol) en cuatro diferentes

concentraciones para homogenizar el crecimiento de los brotes.

Tabla 4 ANOVA de la inmersion parcial para las tres variables analizadas en
el ensayo de inmersion parcial.

Numero de Longitud del = Diametro del brote
brotes Brote (mm) (mm)
Gl CM  p-valor CM p-valor CM p-valor
Mod. 3 36.94 <0.0001 8325.1 <0.0001 4.49 <0.0001
Trata. 3 36.94 <0.0001 8325.1 <0.0001 4.49 <0.0001
Error 108 0.09 2.26 0.0009.2
cv 10.57 10.98 3.08
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Se observa diferencias significativas en las variables numero de brote (F
3.108=415.61; p<0.0001), longitud del brote (F 3.10s=3679.39; p<0.0001) y

diametro del brote (F 3.10s=4865.95; p<0.0001) (Tabla 4).

Tabla 5 Prueba de Duncan. Variables analizadas en el ensayo de inmersion

parcial
Tratamiento Numero de brotes Longitud de brote Diametro del brote (mm)
(mm)
Media D.E. Media D.E. Media D.E.
T1 3.4 +0.05 ¢ 33.7 1024 d 1.05 +0.0048 B
T2 3.3 +0.06 b 3.9 +0.26 ¢ 1.10 +0.01 C
T3 3.3 005 b 2.2 029 b 1.20 +0.01 D
T4 0 +0.09 a 0 043 a 0 +0.01 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

En la variable nimero de brotes, el T1 (1.3 mg.L™" BAP) presentd un
mayor numero de brotes (3.4 brotes por explante), seguido por T2 (1.3 mg.L"
'BAP; 0.75 mg.L”" CULTAR), T3 (1.3 mg.L™' BAP; 1.25 mg.L™' CULTAR) (3.3
brotes por explante) y T4 (1.3 mg.L™ BAP; 1.75 mg.L™" CULTAR) (inhibicién

del desarrollo de los brotes) (Tabla 5).

En cuanto a la variable longitud del brote, T1 (1.3 mg.L”" BAP) presenté
una mayor longitud de los brotes (33.7 mm), seguido de T2 (1.3 mg.L™ BAP;
0.75 mg.L™" CULTAR) (3.9 mm), T3 (1.3 mg.L™' BAP; 1.25 mg.L™' CULTAR)
(22 mm) y T4 (1.3 mg.L" BAP; 1.75 mg.L" CULTAR) (inhibicién del

desarrollo de los brotes) (Tabla 5).

Para la variable diametro del brote, tenemos que el T3 (1.3 mg.L™ BAP;

1.25 mg.L”' CULTAR) presenta el valor de la media de diametro de brote



66
mas alto (1.240.01 mm), seguido de T2 (1.3 mg.L" BAP; 0.75 mg.L"
CULTAR) (1.120.01 mm), T1 (1.3 mg.L-1, BAP) (1.05+0.0048 mm)y T4 (1.3
mg.L™" BAP; 1.75 mg.L™" CULTAR) (inhibicién del desarrollo de los brotes)

(Tabla 5).

Se considero el tratamiento T1 (1.3 mg.L-1, BAP) como el mas apto para
continuar con la fase de multiplicacion de mora en el Sistema de Inmersion

Temporal.

Usando los datos de la longitud del brote en funcién de la concentracion
de CULTAR, se realizé una regresion lineal polinébmica en el programa
Excel, en el que se graficd (Figura 7) y se calcul6 la ecuacién del mismo,
tomando como referencia 35 mm como longitud ideal para trabajar en
multiplicacion de mora en el SIT. Como resultado se obtuvo la siguiente
ecuacion: y=0.006x> — 0.253x + 1,786, con una R?=0.973. Donde x es la
longitud del brote que se espera conseguir (35 mm) y y es la concentracién

de CULTAR que se desea encontrar.
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Figura 7 Regresion lineal polindmica de la concentraciéon de CULTAR.

De esta manera se determino que la concentracion de CULTAR ideal es

de y=0.281 mg.L™". Con esta concentracion, tedricamente se podra obtener

brotes homogéneos y con la longitud del brote esperado.

3.2. Evaluacién de tres tiempos de ciclo de inmersion temporal y de la

produccion, para los explantes de mora sin espina Rubus glaucus

Benth, en la fase de multiplicacion del SIT.

Tabla 6 Analisis de varianza de las variables peso fresco, longitud del brote,

numero de hojas por brote y indice de produccion.

Peso fresco Long. del Brote
(mm)

(9)

gl CM p-valor

Mode 5 1.65 <0.0001
T 2 3.33 <0.0001
M 1 0.89 <0.0001
Inter. 2 0.26 <0.0003

Error gl: 99, CM: 0.03

cv 32.69

CM

147
298
115
11,5

p-valor
<0. 0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

gl: 301, CM:

0.11

25.28

Num. de hojas
por brote

CM p-valor
97.52  <0.0001
169.4 <0.0001
140.95 <0.0001
23.21  <0.0001
gl: 301, CM: 2.16

39.48

ind. de
produccion

CM p-valor
2.00 <0.0001
3.12  <0.0001
0.36 <0.1515
1.22  <0.0049
gl: 15, CM: 0.16

26.89

t: tiempo de ciclo, m: medio de cultivo
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El peso fresco presenta diferencias significativas para el tiempo de ciclo
del biorreactor (F 299=113.27; p<0.0001), para el medio de cultivo de
introduccién (F 1.99=30.39; p<0.0001) y para la interaccion entre el tiempo de
ciclo con el medio de cultivo de introduccion (F 2.99=8.98; p<0.0001) (Tabla

6).

La longitud del brote presenta diferencias significativas para el tiempo de
ciclo del biorreactor (F 2.301=273.16; p<0.0001), para el medio de cultivo de
introduccién (F 1.301=105.11; p<0.0001) y para la interaccion entre el tiempo
de ciclo con el medio de cultivo de introduccion (F 2.301=10.59; p<0.0001)

(Tabla 6).

El nimero de hojas por brote presenta diferencias significativas para el
tiempo de ciclo del biorreactor (F 2.301=78.28; p<0.0001), para el medio de
cultivo de introduccion (F 1.301=65.13; p<0.0001) y para la interaccion entre el
tiempo de ciclo con el medio de cultivo de introducciéon (F 2.301=10.72;

p<0.0001) (Tabla 6).

El indice de produccién presenta diferencias significativas para el tiempo
de ciclo del biorreactor (F 2.301=19.76; p<0.0001) y para la interaccién entre el
tiempo de ciclo con el medio de cultivo de introduccion (F 2.301=7.74;

p<0.0049) (Tabla 6).
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Tabla 7 Prueba de Duncan. Medias (Tiempo de ciclo del biorreactor) de las
variables indice de produccién, peso fresco, longitud del brote y numero de
hojas por brote.

Tiempo ciclo Peso fresco (g) Longitud del Numero de indice de
Brote (mm) hojas por brote produccion

Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.

12h 0.87 +0.03c 1.69 +0.03c 470 +0.11c 216 +0.15¢
15h 0.50 +0.03b 1.07 +0.04b 296 +0.17b 151 +0.15b
18h 0.25 +0.03a 051 +0.05a 202 +021a 081 +0.15a

El valor de la media mas alto para el peso fresco fue en el t12 nhoras
(0.87+0.03g), seguido del t15 horas (0.50+0.03g) y el t1g horas (0.25+0.03g);
para la longitud del brote fue en el t12 horas (16.9+£0.3 mm), seguido del t15 noras
(10.7£0.4 mm) y el t1g horas (5.120.5 mm); numero de hojas por brote fue el
t12 horas (4.70£0.11), seguido del ti5nhoras (2.96+0.17) y €l t1g horas (2.02+0.21);
y para el indice de produccion fue el t12 horas (2.16+0.15), seguido del t15 horas

(1.5120.15) y el tighoras (0.81+0.15). (Tabla 7).

En la figura 5 muestra brotes obtenidos segun el tiempo de ciclo.

Figura 8 Brotes obtenidos en cada uno los tiempos de ciclo propuestos
en esta investigacion (Tiempos de ciclo: 12 horas, 15 horas y 18 horas).
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Tabla 8 Prueba de Duncan. Medias (Medio de cultivo de introduccion) de las
variables indice de produccién, peso fresco, longitud del brote y nimero de
hojas por brote.

Medio de Peso fresco (g) Longitud del brote Nuamero de hojas indice de

cultivo (mm) por brote produccion

proveniencia

Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
mg 0.63 +0.03 b 1.32 +0.03 b 403 1014 b 1.63 +0.11 B
m, 0.44 +0.02 a 0.86 +0.03 a 242 1014 a 1.36 +0.13 A

El valor de la media mas alto para el peso fresco fue en el ms
(0.63g+0.03) seguido de m, (0.44g+0.44); para longitud de brote fue el ms
(13.2 mm=0.03) seguido de m, (8.6 mm=0.03); para el numero de hojas fue
el mg (4.03+0.14) seguido de m, (2.43%0.14); y para el indice de produccion

fue el mg (1.63+0.11) seguido de m, (1.36+0.13). (Tabla 8).

Tabla 9 Prueba de Duncan. Medias (Interacciéon Tiempo de ciclo-medio de
introduccién) de las variables indice de produccién, peso fresco, longitud del
brote y numero de hojas por brote.

Tiempo de Trat. Med cult Peso fresco (g) Longitud del Brote Numero de hojas indice de
ciclo (mm) por brote produccién
proveniendia
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
12h TR1 mg 1 +0.04 d 6,22 +0,12 f 5.07 +0.17 € 221 +023 C
TR2 m, 0.74 +0.04 ¢ 4,49 +0,11 e 4.34 +0.15 d 212 +0.20 €
15h TR3 ms 0.49 +0.04 b 3,64 +0,21d 352 +029 ¢ 1.27 +023 b
TR4 m, 0.50 +0.04 b 3,11 +0,13 ¢ 240 +0.19 b 1.75 +0.20 bc
18h TR5 mg 0.40 +0.04 b 2,64 +0,19 b 3.50 +0.27 C 1.41 +023 b
TR6 m, 0.09 +0.04 @ 0,57 +0,23 @ 0.55 +0.33 a 0.22 +0.20 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05);
ms= medio solido y m= medio liquido.
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Grafico 1 Medias (Interaccién Tiempo de ciclo-medio de introduccién) de las
variables peso fresco, longitud del brote, nimero de hojas por brote y indice
de produccion.
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El valor de la media mas alto para el peso fresco fue en el TR1 (12 horas,
medio solido) (1+0.04g), seguido de TR2 (12 horas, medio liquido)
(0.74+0.04g), TR3 (15 horas, medio sdélido) (0.49+0.04g), TR4 (15 horas,
medio liquido) (0.5+0.04g), TRS (18 horas, medio sélido) (0.4+0.04g) y TR6

(18 horas, medio liquido) (0.09+0.04Q).

El valor de la media mas alta para longitud del brote se obtuvo en TR1
(12 horas, medio solido) (6.22+0.12 mm), seguido del TR2 (12 horas, medio

liquido) (4.49+0.11 mm), TR3 (15 horas, medio sélido) (3.54+0.21 mm),
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TR4 (15 horas, medio liquido) (3.11+0.13 mm), TR5 (18 horas, medio

soélido) (2.5440.19 mm) y TR6 (18 horas, medio liquido) (0.57+0.23 mm).

El valor de la media mas alto de numero de hojas por brote fue el de TR1
(12 horas, medio sélido) (5.07+.0,17 cm), seguido por TR2 (12 horas, medio
liquido) (4.34+0.15), TR3 (15 horas, medio solido) (3.52+0.29), TR4 (15
horas, medio liquido) (2.40+0.19), TR5 (18 horas, medio sdlido) (3.50+0.27)

y TR6 (18 horas, medio liquido) (0.55+0.33).

El valor de la media mas alto de indice de produccidén corresponde al
TR1 (12 horas, medio sélido) (2.21+0.23), seguido del TR2 (12 horas, medio
liquido) (2.12+0.20), TR3 (15 horas, medio sélido) (1.27+0.23), TR4 (15
horas, medio liquido) (1.75+0.20), TRS5 (18 horas, medio sélido) (1.41+0.23)

y TR6 (18 horas, medio liquido) (0.22+0.20) (Tabla 9, Grafico 1).

3.3. Analisis de costos

Fue necesario realizar un analisis de costo de produccién tomando en
cuenta recursos econdmicos con la finalidad de contrastar la propagacion de
plantulas mediante el método convencional y la propagacion empleando el

SIT utilizando los datos obtenidos en la presente investigacion. Para ello, se
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consideré dentro del rubro de costos por litro de medio (Costo USDxL™) a
todos los componentes del medio de Murashige & Skoog mas vitaminas y
reguladores de crecimiento, que para el caso del SIT, equipo, herramientas,
materiales, servicios basicos y recurso humano que se utilizaron en el

desarrollo de la presente investigacion.

A continuacion se detalla todos los gastos realizados por actividades:
preparacion de medio de cultivo y siembra de los explantes en el biorreactor
(Tabla 10)(Tabla 12)(Tabla 13). De igual manera se detall6 los gastos
realizados en la multiplicacion convencional para poder comparar con la

multiplicacién en el SIT (Tabla 11).



74

Tabla 10 Costos de equipos, herramientas, materiales e insumos (reactivos
para 1.05 L de medio de cultivo) empleados en la fase de multiplicacion de
mora sin espina Rubus glaucus Benth en el SIT.

Gas.tt') por Materiales
actividad
Equipos Cantidad Costos %DEP DA DM
Autoclave 1 2.916,00 20% 583,20 48,60
Destilador 20L 1 1.902,00 20% 380,40 31,70
Balanza Analitica 1 965,00 20% 193,00 16,08
Microondas 1 147,25 20% 29,45 2,45
Refrigerador 1 562,86 20% 112,57 9,38
Agitad
gitador 1 390,00 20% 78,00 6,50
magnetico
pH metro 1 283,00 20% 56,60 4,72
Total 7.166,11 20% 1.433,22 119,44
Herramientas Cantidad Costos %DEP DA DM
Jarra plastica 1 2,50 25% 0,63 0,05
Botellas tapa azul o
1000ml 2 11,00 25% 2,75 0,23
Tina 1 5,00 25% 1,25 0,10
Probeta 100ml 1 8,00 25% 2,00 0,17
. Probeta 50ml 1 3,99 25% 1,00 0,08
Preparacion Frascos de vidrio
B 0,
de medios con tapa plastica 14 84,00 25% 21,00 1,75
Filtros de aire 14 182,00 25% 45,50 3,79
0,2um
Manguerade |, | 7,50 25% 1,88 0,16
silicon
Total 303,99 25% 76,00 6,33
Materiales Cantidad Costos %DEP DA DM
Rollo de papel 1 2,25 n/a 27,00 2,25
toalla
Marcador 1 0,35 n/a 4,20 0,35
permanente
Rollo de fundas 1 3,00 n/a 36,00 3,00
plasticas
Total 5,60 n/a 67,20 5,60
Insumos Cantidad Costos %CONSUMO CA CM
Reactivos 1 frasco/reactivo 924,46 0,12% 1,11 0,09
Total 924,46 0,12% 1,11 0,09
Equipos Cantidad Costo % DEP DA DM
Camara de Flujo 2 2.700,00 20% 540,00 45,00
Total 2.700,00 20% 540,00 45,00
Herramientas Cantidad Costo % DEP DA DM
Mechero de 1 30,00 25% 7,50 0,63
Bunsen
Mechero de alcohol 1 18,00 25% 4,50 0,38
Pinza metalica 1 3,00 25% 0,75 0,06
grande
Pinza metalica 1 3,00 25% 0,75 0,06
medina
Siembra Pinza metdlica 1 3,00 25% 0,75 0,06
pequeia ’ ! ’
Tijeras metalicas 1 3,00 25% 0,75 0,06
Total 60,00 25% 15,00 1,25
Materiales Cantidad Costo %DEP DA DM
Fosforera 1 0,15 n/a 1,80 0,15
Galon ‘;‘EA’C'O“’ al 1 5,00 n/a 60,00 5,00
Alcohol potable 1 7,00 n/a 84,00 7,00
Gas 1 2,00 n/a 24,00 2,00
Foco Ahorrador
F1415bf/14w 1 54,00 n/a 648,00 54,00
Total 68,15 n/a 817,80 68,15
Mueble Cantidad Costo %DEP DA DM
Estanteria 1 30,00 20% 6,00 0,50
. Total 30,00 20% 6,00 0,50
Biorreactor - -
Equipos Cantidad Costo %DEP DA DM
Compresor 1 170,00 20% 34,00 2,83
Total 170,00 20% 34,00 2,83
TOTAL 11.428,31 2.990,33 249,19




75

Tabla 11 Costos de los equipos, herramientas, materiales e insumos
(reactivos para 1.05 L de medio de cultivo) que se emplean en la fase de
multiplicacién de mora sin espina Rubus glaucus Benth de forma

convencional.
Gas.t<.) por Materiales
actividad
Equipos Cantidad Costos %DEP DA DM
Autoclave 1 2.916,00 20% 583,20 48,60
Destilador 20L 1 1.902,00 20% 380,40 31,70
Balanza Analitica 1 965,00 20% 193,00 16,08
Microondas 1 147,25 20% 29,45 2,45
Refrigerador 1 562,86 20% 112,57 9,38
Agitad
gitador 1 390,00 20% 78,00 6,50
magnetico
pH metro 1 283,00 20% 56,60 4,72
Total 7.166,11 20% 1.433,22 119,44
Herramientas Cantidad Costos %DEP DA DM
Jarra plastica 1 2,50 25% 0,63 0,05
Bme';"’(‘)%gan‘:f azul 2 11,00 25% 2,75 0,23
Tina 1 5,00 25% 1,25 0,10
Probeta 100ml 1 8,00 25% 2,00 0,17
. Probeta 50ml 1 3,99 25% 1,00 0,08
Preparacion Frascos de vidrio
H 0,
de medios con tapa plastica 14 84,00 25% 21,00 1,75
F"“g;jf‘ia're 14 182,00 25% 45,50 3,79
Ma’;ﬁ’;if de | om 7,50 25% 1,88 0,16
Total 303,99 25% 76,00 6,33
Materiales Cantidad Costos %DEP DA DM
R°”‘t’o‘;iapape' 1 2,25 n/a 27,00 2,25
Marcador 1 0,35 n/a 4,20 0,35
permanente
Rollo de fundas 1 3,00 n/a 36,00 3,00
plasticas
Total 5,60 n/a 67,20 5,60
Insumos Cantidad Costos %CONSUMO CA CM
Reactivos 1 frasco/reactivo 924,46 0,12% 1,11 0,09
Total 924,46 0,12% 1,11 0,09
Equipos Cantidad Costo % DEP DA DM
Camara de Flujo 2 2.700,00 20% 540,00 45,00
Total 2.700,00 20% 540,00 45,00
Herramientas Cantidad Costo % DEP DA DM
Mechero de 1 30,00 25% 7,50 0,63
Mechero de alcohol 1 18,00 25% 4,50 0,38
P'”Z?anggt:"ca 1 3,00 25% 0,75 0,06
P'“ﬁ‘e’;’iﬁf"ca 1 3,00 25% 0,75 0,06
Siembra P'";:qﬁ‘:;g"ca 1 3,00 25% 0,75 0,06
Tijeras metalicas 1 3,00 25% 0,75 0,06
Total 60,00 25% 15,00 1,25
Materiales Cantidad Costo %DEP DA DM
Fosforera 1 0,15 n/a 1,80 0,15
Galén ‘éff/oc'om al 1 5,00 n/a 60,00 5,00
Alcohol potable 1 7,00 n/a 84,00 7,00
Gas 1 2,00 n/a 24,00 2,00
Foco Ahorrador
F14t5bf/14w 1 54,00 n/a 648,00 54,00
Total 68,15 n/a 817,80 68,15
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Tabla 12 Costo de recursos basicos por mes.

Servicios Basicos USD/mes
Electricidad 33,07
Agua 5,00

Tabla 13 Salario por recurso humano.

RRHH USD/mes
1,00 800,00

Como se observa en las Tablas 10 y 11, en los costos del SIT constan
gastos del biorreactor mientras que para la multiplicacion convencional no. El
gasto de servicios basicos es el mismo al igual que los recursos humanos

para los dos métodos de multiplicacién (Tabla 12, Tabla 13).

Tabla 14 Analisis de comparativo de gastos entre la multiplicacion de mora
en el SIT y de forma convencional.

Multiplicacion en el SIT | Multiplicacion convencional
GASTO OPERACIONAL ANUAL (USD) 13.047,15 13.007,15
GASTO OPERACIONAL POR MES (COSTO /# PLANTAS) (USD) 1.087,26 1.083,93
#PLANTAS AL MES 170,00 35,00
GASTO REAL POR PLANTA AL MES (USD) 6,40 30,97
SUSTENTABILIDAD DEL PROYECTO (%) 0,1% 0,00
SUSTENTABILIDAD DEL PROYECTO ANUAL 13,05 13,01
SUSTENTABILIDAD DEL PROYECTO MENSUAL 1,09 1,08
P.V.P 1 PLANTA (USD) 7,48 32,05
P.V.P # PLANTAS (USD) 1.272,10 1.121,87
RENTABILIDAD (USD) 184,83 37,94
# MESES DEL RETORNO 62,00 296,00

En la tabla 14 se observa el analisis comparativo de gastos entre la
multiplicacion de mora en el SIT y de la forma convencional, donde se
observa que la multiplicacion en el SIT presenta menor costo y mas utilidad
que la multiplicacion convencional. En el SIT se obtuvo una produccion de
170 plantas en un mes con un P.V.P. por planta de 7.48 USD y un retorno de

62 meses, mientras que multiplicando de forma convencional se obtiene una
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produccion de 35 plantas en un mes con un P.V.P. por planta de 32.05 USD
y un retorno de 296 meses. De esta manera se afirma que la razon de
produccion de mora Rubus glaucus Benth es de 5 a 1 entre la multiplicacion

en el SIT y de forma convencional respectivamente.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. Selecciéon de la dosis 6ptima de BAP o BAP+PBZ en medio de
cultivo liquido en inmersién parcial para la multiplicacion de mora sin

espina Rubus glaucus Benth.

EI T1 (BAP: 1.3 mg.L-1) se consider6 como el mejor medio de
multiplicacion para ser usado en el SIT con una media de 3.4 de numero de
brotes, longitud de brotes de 33.7 mm y diametro de tallo de 10.5 mm, a
diferencia de T2 y T3 que presentaron valores de media de 3.3 para el
numero de brotes, 0.01 mm para el diametro del brote y de 3.9 y 2.2 cm

respectivamente.

El medio de T1 que contenia BAP sin CULTAR, resulté ser mas eficiente
para el numero de brotes y su crecimiento, debido a que el 6-
bencilaminopurina (BAP), se encuentra entre las citoquininas mas activas,

Khosravi et al. (2007), citado por (Bayanati & Mortazavi, 2013).

Se obtuvo resultados positivos en los tratamientos T2 (BAP: 1.3 mg.L-1;
CULTAR: 0.75 mg.L-1) y T3 (BAP: 1.3 mg.L-1; CULTAR: 1.25 mg.L-1), los
cuales presentaron brotes homogéneos, pero disminucién del niumero y de la

longitud de los mismos; ademas, engrosamiento del diametro de los tallos, y



79

estos resultados son similares a los que describe Rodriguez, Aranguren, &
Farrés (2005) en su investigacidon en la que trabaja con concentraciones de
CULTAR de 0.125 mg.L™". Este resultado también fue similar a lo encontrado
por Avilan, Soto, Escalante, Rodriguez, & Ruiz, (2003), quienes sefialaron el

efecto del paclobutrazol en el acortamiento del tamano de los brotes.

Rodriguez et al. (2005) evaluaron el efecto del paclobutrazol sobre la
formacion de brotes axilares y se observd una mayor uniformidad en la
brotacion con la aplicacion de este inhibidor del crecimiento (1.0 mg.l-1 de

PBZ) al igual que paso en esta investigacion con la mora de castilla.

Cabe resaltar que el uso del paclobutrazol posibilité la reduccion del
tamano y mayor numero de brotes por frasco sin la aparicién de multiyemas
ni de hiperhidricidad (Milagros, et al., 2005), debido a que el paclobutrazol
esta directamente relacionado con la inhibicibn de la biosintesis de
giberelinas y como consecuencia la disminucion del crecimiento vegetativo

como afirman Rodriguez, Aranguren, & Farrés, (2005).

Daquinta et al. (2001) mencionado por Milagros, et al., (2005), utilizaron
una concentraciéon de 2.0 mg.L™" de paclobutrazol combinado con el 6-BAP
(4.0 mg.L™") donde obtuvieron un coeficiente de multiplicacién (7.30) en

brotes del banano ‘FHIA-18" (AAAB); y si comparamos con los resultados
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obtenidos se observa que la concentracion de CULTAR varia con la especie,
y que en unas especies la concentracion ideal para un buen desarrollo
puede ser perjudicial para otra especie como en este caso, en el banano
usan 2 mg.L'1 mientras que para la mora la concentracion de 1.75 mg.L'1 fue
una concentracién alta lo que provoco la formacion de agregados de brotes

pequeios muy compactos con poco desarrollo de las hojas.

En el T4 (BAP: 1.3 mg.L-1; CULTAR: 1.75 mg.L-1), no se distingue el
numero de brotes ya que el CULTAR causé mayor efecto por la alta
concentracion, lo que provoco disminucion y retardo del crecimiento de los

brotes.

4.2. Evaluacion de tres tiempos de ciclo de inmersion temporal y de la
produccion, para los explantes de mora sin espina Rubus glaucus

Benth, en la fase de multiplicacion del SIT.

Para obtener una buena producciéon de mora se considero varios factores
como la composicion del medio de cultivo de multiplicacién, y el disefio de
los biorreactores (material vegetal, atmdsfera interna, volumen de medio por
explante, tiempo de ciclo) mencionados ya en el capitulo 2, para ayudar a lo

proliferacion de brotes.
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En la presente investigacion se trabajo con tiempos de ciclo de 12, 15y
18 horas, y a medida que aumentaba el tiempo de ciclo disminuia el indice
de produccion, y segun varios autores como por ejemplo Cabrera, et al.,
(2004), afirman que a medida que aumenta el tiempo de ciclo, se incrementa
la longitud del tallo, el numero de brotes y por ende incrementa el indice de

multiplicacion.

Segun Cabrera, et al., (2004), se ha probado un tiempo maximo de ciclo
de hasta 6 horas, obteniendo resultados positivos con incremento de indice
de produccion; para el caso de anturio, también se probé un maximo de
tiempo de ciclo de 6 horas dando un alto indice de multiplicacién (Bautista, et
al., 2004); en pifa, el tiempo de ciclo con mejores resultados fue de 3 horas
(Escalona, 1999); y en cafa el tiempo de ciclo maximo fue de 9 horas. El

tiempo maximo de ciclo varia al igual que la especie (De la Cruz, 2014).

Contrario a lo mencionado en la literatura ocurrié en este estudio, ya que
al aumentar el tiempo de ciclo de 12 a 18 horas para la multiplicacion de
mora no presento respuesta el indice de produccion ni las demas variables
establecidas, debido a que el aumento del tiempo puede producir un efecto
contrario al no proporcionar suficientes nutrientes a los explantes,
ocasionandoles resequedad y muerte por fenolizaciéon (Castro & Gonzales,

2002).
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Luego del analisis variable por variable, se obtuvo diferentes resultados
en cada uno de los tres niveles propuestos. Es asi que para el primer nivel
que corresponde a los biorreactores que estuvieron sometidos a las 12 horas
de tiempo de ciclo, se exhibe el indice de produccién mas alto que fue de 8 y

el valor mas bajo fue de 3.2.

De esta manera se pudo determinar que el indice de producciéon mas alto
en este trabajo se obtuvo en T1, que corresponde a 12 horas de ciclo con 2
minutos de inmersién y sus explantes provinieron de medio de cultivo de
introduccién solido; en el segundo nivel que corresponde a las 15 horas de
tiempo de ciclo, se encuentra como indice de produccion mas alto 4.4,
mientras que el valor mas bajo es de 1; y para el tercer nivel que
corresponde a las 18 horas de tiempo de ciclo, se observa que el valor

maximo es de 2.4 y el mas bajo de 0.8.

El peso fresco presenta dependencia para las variables tiempo de ciclo y
medio de cultivo de introduccidn, considerando que a tiempo de ciclo de 12
horas y explantes provenientes del medio de cultivo de introduccién sélido,

producen mayor peso fresco que el resto de tratamientos.

Con respecto al numero de hojas por brote, se tiene dependencia de

esta variable para el tiempo de ciclo y para el medio de cultivo de
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introduccion. De igual manera, el mejor tratamiento fue el de tiempo de ciclo
de 12 horas y de los explantes que provinieron del medio de cultivo de

introduccion saolido.

Con respecto a los resultados de la variable longitud del brote, existe
dependencia para el tiempo de ciclo y el medio de cultivo de introduccion. Se
observod en los analisis estadisticos que los explantes provenientes de medio
de cultivo sdlido de introduccidon y puestos en los biorreactores con tiempo
de ciclo de 12 horas, tienen mejores resultados en cuanto a la produccion de
brotes con la longitud esperada. El valor maximo de longitud obtenido fue de
7 centimetros, que es un valor con el que se trabaja en la empresa para

adaptacion de la mora en el invernadero.

Segun Castro & Gonzales (2002), para lograr un desarrollo en cultivo in
vitro de tejidos, es necesario proveer a las plantas con suficientes nutrientes
esenciales, de tal manera que no sean un factor limitante para la
multiplicacion en el desarrollo de las plantas. Por esta razon, los
tratamientos T5 (18 horas, medio liquido) y T6 (18 horas, medio sdlido) no
reportaron multiplicacion; Segun Escaletes y Dosba, (1993) mencionado por
Paucar, (2011) en su estudio, dice que la fenolizacion se caracteriza por un
cambio en la coloracion del tejido de verde a café, y esto ocurre por no tener
una buena disposicion de bioreguladores; al igual como ocurrid en el

presente trabajo, donde los explantes cambiaron de coloracion de verde a
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café por la fenolizacion y ademas por la deshidratacion que sufrieron al ser

los tiempos de ciclo muy prolongados.

Estos resultados también se fundamentan segun Debergh y Maene
(1981), Robert y Smith (1990) y Preil y Hempfling (2002) mencionados por
Bautista, et al., (2004), quienes afirman que los explantes que se encuentran
en medio de cultivo liquido, la superficie del explante entra en contacto
directo con el medio lo que permite la captacion mas eficaz de nutrientes y
liberar los metabolitos tdéxicos que pudieran acumularse en el area del tejido

que se dispersan mas rapido en el medio de cultivo liquido que en el sdélido.

Los resultados mostraron que hubo diferencias significativas entre
tratamientos con el mismo tiempo de ciclo pero con los explantes iniciales
provenientes de diferentes medios de cultivo de introduccién. Es asi que, T1,
T3 y T5, a pesar de estar con T2, T4 y T6 respectivamente en el mismo
tiempo de ciclo, tuvieron mayor indice de produccién (mayor longitud del
tallo, mayor numero de hojas, mayor peso fresco) por provenir sus explantes

iniciales de medio de cultivo de introduccion sélido.

Esta diferencia puede atribuirse a una mayor absorcion de los
reguladores de crecimiento en el cambio de medio de cultivo de sdlido a

liquido (Jambhale, 2000). Varias investigaciones han demostrado que en el



85
medio de cultivo liquido, la disponibilidad del agua, los minerales, y los
reguladores de crecimiento, es mayor al compararlo con los medios de
cultivo semisélido y solido, lo que promueve un crecimiento mas acelerado

(Debergh, Harbaoui, & Lemeur, 1981).

Ademas, se tuvo la particularidad de que los explantes de forma
aleatoria, sin importar el tratamiento tuvieron la formacion de brotes de dos
formas: en algunos explantes se formaron los brotes desde un punto de
origen, mientras que en otros, los brotes salieron a lo largo del explante, esto
se puede atribuir a una falta de distribucion de luz o la disposicion en la que
se encuentren los explantes en el interior del biorreactor por la agitacion que
produce el medio cuando estan en el tiempo de inmersion, ya que la
direccién en la que crezcan los brotes de los explantes estan condicionados
por lo produccidén de auxina, y esta tiende a acumularse en la parte de la
planta que tiene sombra; por lo tanto si la planta no tiene sombra, la auxina
bajara de la parte apical del explante a la base, promoviendo la formacion de
brotes de un mismo punto, caso contrario, saldran a lo largo del explante

(Squeo & Cardemil, 2006).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Para la multiplicacion de mora en el SIT, el T1 (1.3 mg.L”" BAP, 0 mg.L™
CULTAR) dio mayor numero de brotes (4 brotes por explante) y con mayor
longitud (35mm) que T2 (3 brotes por explante; longitud del brote 30mm), T3
(3 bortes por explante; longitud del brote 20mm) y T4. El paclobutrazol, a
concentraciones de 0.75 mg.L™" (T2) y 1.25 mg.L”" (T3), homogeniza la
longitud de los brotes de mora sin espina Rubus glaucus Benth sin inhibir su
crecimiento y desarrollo por completo pero disminuye el numero de brotes y

su longitud.

El tratamiento que presento mayor produccion de mora sin espina Rubus
glaucus Benth en el SIT son los biorreactores que trabajan con 12 horas de
tiempo de ciclo y que sus explantes provienen de medio de introduccion

solido.

Con la utilizacion del SIT se incrementa la producciéon de mora Rubus
glaucus Benth en razén de 5:1 (Multiplicaciéon SIT: P.V.P.=7.48;
Multiplicacion convencional: P.V.P.=32.05) con relacion al método
convencional lo que disminuye el costo de produccién y aumenta las

ganancias.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

La aplicacién de CULTAR a 0.75 mg.L™" homogenizé los brotes obtenidos
en este ensayo, pero se recomienda investigar concentraciones inferiores de
paclobutrazol para la obtencion de brotes homogéneos de mora sin espina

Rubus glaucus Benth sin inhibir su desarrollo por completo.

Se recomienda aplicar tiempo de ciclo de 12 horas con explantes
provenientes de medio de cultivo sélido de la fase de introduccion para la
multiplicacion de mora sin espina Rubus glaucus Benth en el Sistema de

Inmersion Temporal.

Se recomienda la multiplicacion de mora sin espina Rubus glaucus Benth
en el Sistema de Inmersion Temporal para obtener un indice de
multiplicacion superior al que se obtiene de forma convencional, y de esta

manera reducir costos y optimizar el tiempo de produccion.
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