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RESUMEN

Durante el periodo comprendido entre octubre del 2014 y febrero del 2015 se llevo a
cabo el presente estudio que tuvo como finalidad desarrollar un protocolo para la
propagacion in vitro para la obtencion de plantulas de mora tropical de la variedad
brasus. El estudio se ejecuto en el Laboratorio de cultivo Agrovitoparis en la Provincia
del Guayas, Cantdn Guayaquil, Parroquia Tarqui, avenida Juan Tanca Marengo Km 4 %,

Ecuador.

Los objetivos de la investigacion fueron evaluar el medio de cultivo utilizando
endospermo de coco y fitohormonas como 6-bencilaminopurina (6-BAP), y é&cido
indolbutirico (AIB) sobre la induccién de raices y brotes de las vitroplantas. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos, y
10 réplicas. Se utilizéd la diferencia minima significativa entre los medios del

tratamiento.

En esta investigacion se incluyeron los siguientes tratamientos: T1 (WPM + 50 ml/I
endospermo de coco), T2 (WPM+80ml/I endospermo de coco+lmg/l de
6- bencilaminopurina (6-BAP), T3 (WPM+100ml/l  endospermo de coco+2mg/I
6- bencilaminopurina (6-BAP)+0.25mg/l 4acido indolbutirico (AIB) y T4 (WPM,; testigo

convencional).

El cultivo fue evaluado bajo las siguientes variables: nimero de brotes por explante
(mm), longitud de brotes por explante (mm), longitud de hojas por explante (mm),
namero de raices por explante (mm). En la fase de multiplicacion se encontré que la
dosis Optima de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y endospermo de coco fueron 2 mg/l y

80 mg/l respectivamente.

Se encontrd que en la fase de enraizamiento, la adicion de 0.25 mg/l de acido

indolbutirico (AIB) promovio el 100 % de vitroplantas enraizadas.
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ABSTRACT

During the period between October 2014 and February 2015 was conducted the
present study that aimed to develop a protocol for in vitro propagation of mulberry
plants tropical Brasus variety. The research was carried out in the laboratory
agrovitoparis culture in the Guayas Province, Canton Guayaquil; Parish Tarquinia, Av

Juan Tanca Marengo Km 4 %, Ecuador.

The research objectives were assess the culture medium using coconut endosperm,
6 -benzylaminopurine (BAP), indole butyric acid (IBA) on the induction of roots and
shoots of the plantlets. The experimental design was completely randomized (CRD) with
4 treatments and 10 replicates. We used the least significant difference between means

of treatment.

This research included the following treatments: T1 (WPM+50 ml/l coconut
endosperm), T2 (WPM+80 ml/l coconut endosperm+1 mg/l of 6-benzylaminopurine
(BAP), T3 (WPM+100 ml/l coconut endosperm +2mg/l 6-benzylaminopurine (6-BAP) +
0.25 mg/l indolebutyric acid (AIB), T4 (WPM; conventional witness).

The cultivate was evaluated under the following variables: number of shoots per
explant (mm), length of shoots per explant (mm), length of leaves per explant (mm),
number of roots per explant (mm).the multiplication phase was found that the optimal
dose of 6-benzylaminopurine (6-BAP) and coconut endosperm were 2 mg/l y 80 mg/1

respectively.

We found that in the rooting phase, the addition of 0.25 mg/l indole butyric acid
(IBA) promoted 100 % rooted plantlets.

Xii



1. INTRODUCCION

La mora Rubus sp, es originaria de las zonas altas tropicales de América, es una de
las especies de mayor diseminacion en zonas tropicales y subtropicales y es
econdmicamente importante en ciertos paises del mundo. Se cultiva de forma comercial
principalmente en Estados Unidos, Colombia, Ecuador, Brasil, Guatemala, Perd y
México entre otros. En el Ecuador la especie de mora Rubus glaucus es la de mayor
importancia econdmica, el cultivo se desarrolla en la region sierra; y la especie Rubus
brasus se considera mas adecuado el trépico y subtrépico, principalmente en las
provincias de Pichincha, Guayas y Bolivar (Proyecto SICA, 2006).

El cultivo de la mora en el Ecuador presenta bajo rendimiento, debido principalmente
a los métodos de propagacion habituales que es sexual y asexual. En forma sexual las
plantas de mora tienen los inconvenientes de poseer bajo poder de germinacién y el
crecimiento de las plantas es muy lento, ademas la recoleccion de diminutas semillas, la
preparacion, la siembra y todos los cuidados que la técnica requiere, no compensa la
inversion y el tiempo utilizado. La propagacion asexual se da por estolones, raices,
estacas y acodo, este tipo de proceso facilita la diseminacion de plagas y enfermedades
que afectan la cantidad y calidad de la produccién. Ademas, con estos métodos el
namero de plantas homogéneas que se pueden obtener de cada planta madre es reducido

al propagar las plantas (Monteiro, 2004).

La biotecnologia ofrece alternativas rapidas y eficientes al mejoramiento genético de
plantas, esto permite la obtencion de cultivares tolerantes a factores adversos, o
portadores de atributos que superen a los convencionales, principalmente en cuanto a
calidad y rendimiento. El tiempo, la mano de obra y el espacio, han demostrado que son
reducidos a mas de la mitad de lo requerido por los métodos tradicionales (Arbelaez,
2008).

En los Gltimos afios se ha logrado un gran progreso en el desarrollo de sistemas in

vitro para la induccién y desarrollo de yemas apicales y axilares en el cultivo de mora



tropical utilizando fitohormonas y sustancias quimicamente no definidas. Esto ha sido
posible debido al desarrollo de técnicas apropiadas de manipulacion aséptica como un
efecto de la comprension de los eventos fisiologicos, genéticos y bioquimicos que
ocurren durante la clonacion in vitro, lo cual ha sido esencial para el disefio de nuevos

protocolos que permitan seguir mejorando este proceso morfogenético.

Las investigaciones dentro de este contexto permiten no s6lo elevar el nivel de
conocimiento sobre los eventos que producen durante su desarrollo de la induccién de
yemas, sino que también permite reducir el nivel de empirismo sobre el manejo de la
morfogénesis y asi aumentar la probabilidad de éxito en los prondsticos de regeneracion
de plantas clonadas y/o transformadas.

Tomando en consideracion los beneficios que tiene la multiplicacion in vitro y ante
la necesidad que se tiene de establecer una técnica eficiente para la propagacion de
mora, se investigd como desarrollar un protocolo para la obtencion de plantas in vitro de
mora tropicalizada utilizando endospermo de coco y fitohormonas. Este procedimiento
presentd una elevada tasa de propagacion del material vegetal con caracteristicas
homogéneas y libres de patégenos, apoyando de esta forma el desarrollo de este

importante sector fruticola del pais, para el que se plantearon los siguientes objetivos:
1.1 Objetivos General.

1. Obtener masivamente plantas in vitro de mora tropical (Rubus Brasus) listas para su

adaptacion in vivo.
1.2 Objetivos Especificos.

e Evaluar en medio de cultivo, la dosis de endospermo de coco Yy su efecto sobre la

induccion de brotes y hojas.

e Determinar en medio de cultivo, las dosis 6ptimas de 6-bencilaminopurina (6-BAP),

y el Acido indolbutirico (AIB) sobre la induccion de raices y brotes de las vitroplantas.



2. MARCO TEORICO

2.1 Clasificacion taxonomica.
La clasificaciéon taxondmica de la mora es la siguiente:

Reino: Vegetal.
Clase: Dicotiledonea.
Subclase:  Arquiclamidea.
Orden: Rosales.
Familia:  Rosaceas.
Género: Rubus.

Especie: brasus.
Fuente: Bejarano, 1992.
2.1.1 Descripcion morfoldgica.

La mora es un arbusto perenne que alcanza varios metros de altura, en el cual el
tronco se divide en varias ramas de color cenizo, alargadas, poco ramificadas y con un
namero considerable de espinas, las hojas son compuestas de tres a cinco hojuelas,
tienen peciolos largos y son pubescentes; las flores son de color blanco y blanco rosado;
el fruto es multiple o colectivo de forma conica que al madurar adquiere un color rojo

oscuro gue se torna morado (Reina, 1998).
2.2 Requerimientos Edafoclimaticos.

Segun Martinez (2007), la temperatura promedio para cultivar mora es de 25 °C y

una temperatura baja promedio de 16 °C.

Para un oOptimo desarrollo la mora tropical se debe cultivar entre los 0 y

1 200 m.s.n.m., aunque puede tolerar un amplio rango de altitudes. Requiere de una



generalizacion pluvial de 1 500 a 2 500 mm al afio bien distribuidas y una humedad
relativa del 70 al 80 % (Infoagro, 2014).

La mora se desarrolla mejor en suelos franco arcillosos, de modo que permita una
adecuada reserva de agua y el exceso sea evacuado facilmente, con alto contenido de
materia organica y ricos en fosforo y potasio. Deben presentar buen drenaje tanto interno
como externo, ya que es una planta altamente susceptible al encharcamiento. El pH que

requiere estd en el rango que vade 5.2 — 6.7, siendo 5.7 el éptimo (Infoagro, 2014).
2.3 Variedades.

2.3.1 Mora de Castilla (Rubus glaucus), los frutos son de forma larga y conica, de
color morado brillante, se le conoce también como Mora andina es la que mas se
cultiva en el pais, ademas representa el mayor consumo interno y externo.
(Infoagro, 2014).

2.3.2 Mora Tropical (Rubus brasus), la planta es vigorosa de crecimiento semi-erecto,
el fruto es grande y muy sensible, tiene maduracion tardia. EI fruto es muy
perecedero, por lo que necesita un adecuado manejo tanto durante la cosecha

como en el proceso de pos cosecha (Martinez, 2007).
2.4 Composicion Nutricional.

Segun Carmona (2006) la mora contiene algunos componentes nutricionales que se
exponen en la (Tabla 1). EI consumo de la mora es importante porque:
e Tiene un alto contenido de antocianinas y carotinoides, que son antioxidantes, los
cuales neutralizan la accion de los radicales libres que son nocivos para el organismo,

con lo cual se producen efectos antiinflamatorios y accion antibacteriana, y

e Posee un alto contenido de vitamina C y ademas de tener altas cantidades de fibra
(Natural medicina, 2014)



Ademas la ingesta de la mora potencia nuestro sistema inmunolégico y contribuye a
reducir el riesgo de enfermedades degenerativas, cardiovasculares e incluso del cancer.

(Oregon Caneberry Comision and Blackberry Comision, 2002).

Tabla 1. Composicion nutricional de la mora segin (Carmona, 2006).

Mora comestible: 90 % pulpa sin semillas
Factor nutricional Contenido
Acido Ascorbico 17 mg

Agua 9769
Calcio 38 mg
Calorias 58 g
Carbohidratos 10.2 ¢
Cenizas 049
Fibra 43¢
Fosforo 40 mg
Grasa 064¢
Hierro 2.2 mg
Proteinas 129
Rivoflamina 0.03 mg
Tiamina 0.01 mg

Fuente: (Natural medicina, 2014).

2.5 Cultivo in vitro.

El cultivo in vitro se define como el cultivo en un medio nutritivo, en condiciones
estériles, de plantas, semillas, embriones, tejidos y células vegetales. La técnica del

cultivo in vitro (también llamada micro propagacion) se caracteriza principalmente por:

1. Se realiza a una escala muy pequefia, sobre una superficie relativamente reducida.

2. Optimiza las condiciones ambientales en lo que se refiere a humedad, temperatura y
nutricion.

3. Excluye todos los microorganismos (hongos, bacterias) asi como las plagas (insectos

y nematodos) (Margara, 1988).



Es una técnica que presenta un alto costo de instalacion y precisa de personal técnico
especializado. El cultivo in vitro tiene que ser aséptico, lo que implica la esterilizacién
previa de los tejidos y su extraccion aséptica, asi como el establecimiento de condiciones
que permitan mantener los cultivos resguardados de posibles contaminaciones. Dentro

del proceso de micro propagacion se diferencian cinco etapas, las cuales se enumeran:
Etapa 0: Mantenimiento y preparacion de la planta madre.

Etapa 1: Siembra y establecimiento de los tejidos u 6rganos iniciales en condiciones
esteriles.

Etapa 2: Fase de multiplicacion.
Etapa 3: Enraizamiento de los micros esquejes en condiciones estériles.

Etapa 4: Adaptacion de las micro plantas a condiciones de cultivo normales (Hartman,
1984).

2.6 Composicion del medio de cultivo.

El medio de cultivo consiste en una mezcla de determinadas sustancias sobre o dentro
del cual crecen los explantes. Son combinaciones de sustancias quimicas que los
investigadores han descrito después de numerosos experimentos y que permiten que las
plantas crezcan y se multipliquen in vitro Lopez, (1990) indica que en general los
medios de cultivo se encuentran constituidos por los siguientes compuestos:

e Sales Inorganicas.

a) Macronutrientes. Ademas del carbono, hidrégeno y oxigeno, los elementos mas
demandados por las plantas son: nitrogeno, potasio y fosforo.

b) Micronutrientes. Los mas importantes son hierro, manganeso, zinc, boro, cobalto y
molibdeno y son fundamentales para la sintesis de la clorofila asi como en funcion de los
cloroplastos.

e Agentes Quelatos. Son compuestos organicos capaces de formar complejos con

cationes metalicos, en los cuales el metal es sostenido por medio de enlaces. Son
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moléculas que retienen un i6n de metal con varias uniones quimicas al formar un
complejo en forma lineal o de anillo &cido etilendiaminotetra acético (Lépez, 1990) y
(George, 1993).

e Vitaminas. Estas se requieren en la realizacion de una serie de reacciones cataliticas
en los sistemas enzimaticos y se usan en pequefias cantidades. Las mas utilizadas son:
tiamina (vitamina B1) que es la unica realmente esencial en casi todos los tejidos
vegetales, &cido nicotinico (niacina), piridoxina (vitamina B6), &cido pantoténico que
ayuda en el crecimiento de ciertos tejidos, el &cido folico disminuye la proliferacion de
tejido en la oscuridad mientras que en la luz la aumenta, la riboflavina, (vitamina E)
ayuda en la formacion de callos y mioinositol y no es propiamente una vitamina sino un
azucar — alcohol que ayuda a la formacion de varios constituyentes celulares como el
acido ascorbico y la pectina, ademas de otros compuestos que intervienen en la division
celular (L6pez, 1990) (Salgado-Garciglia et al., 1997)

e Aminoacidos. Se utilizan como fuente de nitrégeno, la glicina es el Unico
aminoacido usado en medios de cultivo para células vegetales, la caseina hidrolizada se
emplea para enriquecer en nitrégeno el medio de cultivo y otros como la arginina, |-

metionina, glutamina y asparagina (Salgado-Garciglia et al., 1997).

e Reguladores de crecimiento (Ver apartado 2.8).

e Carbohidratos. Se utilizan como fuente de energia y reguladores osméticos. La
sacarosa es la mejor fuente de carbono (George, 1993), y es el azicar mas empleada, le
siguen la glucosa, maltosa, rafinosa, fructuosa y galactosa, manosa y lactosa (Lépez,
1990). Se adiciona usualmente en cantidades de 20 a 45 g/l; al esterilizar el medio se
obtiene la combinacion de sacarosa, D- glucosa y D —fructuosa (Salgado-Garciglia et al.,
1997).

e Agentes gelificantes. El agar se ha empleado como soporte de los medios solidos y
semisolidos, es un derivado del alga marina, siendo un polisacarido con una elevada

masa molecular que tiene capacidad de gelificar los medios (Pierik, 1990).



Generalmente se emplea agar- agar a una concentracién de 0.5 a 0.6 %. Se ha
estudiado el efecto de la concentracion y marca comercial de agar, los resultados indican
que no existe una correlacion entre las caracteristicas y crecimiento de las plantas (Cafal
etal., 1999).

e Agua. Es el compuesto mas abundante (95 %) del medio de cultivo, por lo tanto la
purificacion es necesaria, la misma que se lleva a cabo por destilacion, por intercambio
de iones y por 6smosis inversa (George, 1993). Se utiliza agua destilada, bidestilada y

desionizada.

Por otra parte las tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de las caracteristicas
fisioldgicas y morfoldgicas de las plantas desarrolladas in vitro estan influenciadas por

el ambiente fisico, quimico y gaseoso de los recipientes (Montoliu, 2009).

Este mismo grupo de investigadores hace una clasificacion de los factores que
pueden afectar al crecimiento y morfogénesis de las plantas in vitro como se detalla en el
siguiente diagrama, en el cual se mencionan que los fendmenos que controlan los
cambios ambientales en el interior de un recipiente de cultivo son similares a los que
ocurren en el interior de un invernadero, ya que de hecho un recipiente de cultivo, es

hasta cierto punto, un invernadero en miniatura mantenido en condiciones asépticas.



Tabla 2: Clasificacion de los factores que pueden afectar al crecimiento y morfogénesis

de las plantas in vitro.

I emiperatura
Ambiente
Luz

agreo .
Cistribuciaon del especiro

Ciclos luminosos
Censidad de flujo
Direccidn de laluz
" Radiacion térmica
Composicion gaseosa
Dicxido de carbono,
Oxigeno, Etileno y otros
Eases
Humedad relativa
_ Flujo de aire
Presion

lemperatura

Ambient ___Ambiente  |—  potencial hidrico (matricial, de presion y
ein wvitro fisico osmética)

Difusividad de gases y liguidos
Dureza/compactacion del medio

—— Composicion inorganica
MMacroelementios
Microelementos
—  Composicién organica

4 T 4 T
Ambiente en Ambiente Azucares como fuente

el sustrato Quimico de hidratos de carbono.
Reguladores del
crecimiento
Reguladores del
potencial osmdtico del
e i o.

Agentes gelificantes.
PH

Microorganismos simbioticos
Microorganismos competitivos

Ambiente
Biaoldgico

Fuente: Montoliu & Vidal, 2009.



2.7 Métodos de clonacidn.
2.7.1 Tipos de cultivo in vitro.

Existen diferentes tipos de cultivo in vitro que estan ligados a una serie de factores
como la especie, los medios de cultivo o las condiciones ambientales; Pierik (1990)
sostiene que estos tipos de cultivos son los siguientes:

e Cultivo de plantas intactas: Se siembra la semilla in vitro, obteniéndose primero
una plantula y finalmente una planta.

e Cultivo de embriones: Se cultiva el embrion aislado después de retirar el resto de
los tejidos de la semilla.

e Cultivo de un 6rgano aislado: Se pueden distinguir distintos tipos, por ejemplo:
cultivo de meristemos, cultivo de apices del véastago, cultivo de raices, cultivo de
anteras, entre otros. Generalmente una porcion (de tejido, o un dérgano), aislada de una
planta, se denomina explante, y a su cultivo, cultivo de explante.

e Cultivo de callo: Se llama asi, cuando una porcién de tejido se desdiferencia in
vitro, originando un callo.

e Cultivo de células aisladas: Es el crecimiento de células individuales, obtenidas de
un tejido, callo o cultivo en suspensiédn, con la ayuda de enzimas 0 mecanicamente.

e Cultivo de protoplastos: Se obtiene a partir de células por digestion enzimatica de
la pared celular.

Por otro lado, de Pierik (1990), distinguia tres tipos de cultivos in vitro en plantas
superiores, las cuales se indican:

e Organizado: Se refiere al cultivo de plantas completas o casi completas, o al cultivo
de drganos, donde se mantiene la estructura caracteristica del érgano o de la planta. Se
parece mucho a la propagacion vegetativa in vitro, por esqueje, division, estolones y
yemas 0 vastagos axilares. Si la estructura organica no se destruye, la descendencia
obtenida es idéntica al material vegetal original.

e No organizado: Si las células y los tejidos se aislan de una porcién organizada de

una planta, se desdiferencian y cultivan, se obtiene un crecimiento no organizado (en

10



forma de callo). Si el callo se disgrega, se originan grupos de células (agregados), y/o
células aisladas (cultivo en suspension).

El crecimiento no organizado, se induce totalmente por el uso de muy altas
concentraciones de auxina y/o citocinina en el medio nutritivo. La estabilidad genética
de los cultivos no organizados es frecuentemente alta.
¢ No organizado/ organizado: Se trata de un intermedio entre los dos anteriores.

Las células de un 6rgano o tejido aislado primero se desdiferencian, para posteriormente
formar tejidos o una capa de tejido calloso. A partir de estos se desarrollan rapidamente
Organos (raices y/o vastagos), o incluso individuos completos (pro-embriones o
embriones). Se debe tener en cuenta que las estructuras organizadas se pueden
desarrollar a partir de cultivos no organizados espontaneamente o por medio de técnicas
especiales. En todos estos casos la descendencia no es completamente idéntica con

relacién al material original.
2.7.2 Regeneracion y morfogénesis.
2.7.2.1 Generalidades.

La regeneracion se refiere a la reconstruccion del tejido a partir de una o varias
células. La morfogénesis se define como el origen y los cambios en la forma especifica
(estructura y organizacion) durante el desarrollo de un organismo, esto puede ocurrir en
la organogénesis o en la embriogénesis somatica y dependen tanto de la naturaleza del

explante como del genotipo (Ruiz 1999).
2.7.2.2 Tipos de morfogénesis.

La embriogénesis somatica y la organogenesis son dos procesos morfogénicos muy
frecuentes en el cultivo in vitro de especies vegetales. La embriogénesis somaética es el
proceso por el cual se obtiene una estructura similar al embridn zigético sin que medie la
fertilizacion de los gametos. En la organogénesis pueden obtenerse tallos, raices o flores
(Huaranca, 2008).
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Estos 6rganos son inducidos a partir de una célula o de un grupo de células que,
segun las condiciones del cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa divisién
(Huaranca, 2008).

2.7.2.2.1 Embriogénesis somatica.

Cuando los embriones se regeneran a partir de las células o tejidos somaticos
(haploides, diploides, etc.), se habla de una embriogénesis somatica, ésta se considera
opuesta a la embriogénesis zigética (Ruiz, 1999) y existen dos tipos:

e Laembriogénesis directa: La via directa, involucra la formacion de los embriones
somaticos en una parte del tejido del explante sin la formacién de callos, ya que las
células dentro de un embrion zigético son de por si embriogeénicas, es posible inducirlas
para que estas se dividan para formar un embrion somatico. En este caso, las células pre-
existentes se dividen directamente para formar un embrion somético (Hermosilla, 2011).
e Laembriogénesis indirecta: La via indirecta, que requiere una fase intermedia de
callo formado por un conjunto de diferentes tipos de células no organizadas y que
conservan la capacidad de dividirse. Una vez organizado el callo este prolifera, se inicia
la formacion de pro-embriones, usualmente en este medio de cultivo con altas
concentraciones de auxinas y luego se transfieren los callos a un medio de cultivo con
menores concentraciones de reguladores del crecimiento para inducir la formacién de los

embriones somaticos a partir de los proembriones iniciales (Hermosilla, 2011).
2.7.2.2.2 Organogénesis.

La organogénesis consiste en la formacion de nuevos 6rganos (raices y/o brotes
adventicios) en los explantes cultivados in vitro. Es la formacién de un primordio
unipolar a partir de una yema con el subsecuente desarrollo de este en un brote

vegetativo, existiendo siempre una conexién entre los nuevos brotes y el tejido paterno.

Estos brotes vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via

formacion de primordios de raices y el subsecuente enraizamiento final (Ruiz, 1999).
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En contraste con la embriogénesis somatica, en la via organogénica para la formacion
de una planta completa, ya sea por la via directa o indirecta, se requiere de una secuencia
de medios de cultivo, ya que aquellos medios que favorecen el desarrollo de los brotes
inhiben la formacion de raices y viceversa (Pérez, 2011).

e Organogénesis directa: Es la formacion de oOrganos directamente sobre la
superficie de explantes cultivados intactos. El proceso no implica la formacién de callo
opuesto de organogénesis indirecta.

e Organogénesis indirecta: Es la formacion de érganos en tejidos de callo derivados

de explantes, opuesto de organogénesis directa (Ruiz, 1999).

2.8 Requerimientos hormonales.

2.8.1 Los fitoreguladores.

El fitoregulador es una hormona vegetal. La hormona es una sustancia organica que
se sintetiza en el interior de la planta y que a bajas concentraciones puede activar, inhibir
o modificar su crecimiento. Los efectos producidos por los fitoreguladores tienen que
ver principalmente con la estimulacion de las raices, el aumento de la floracion, la
maduracion del fruto y en general con el crecimiento, desarrollo de la planta y todos sus

organos.

No todas las sustancias tienen los mismos efectos sobre los mismos procesos
fisiolégicos. Las hormonas mas utilizadas en agricultura se engloban en los siguientes
grupos: auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno, toliftalam, etefon,
daminozida y clormecuat, hidracida maleica, y sustancias antitranspirantes (Rojas,
2004).

e Auxinas: Son sustancias relacionadas con el acido indolacetico (AlA); se
caracterizan principalmente por su capacidad para activar el crecimiento. Dentro de las

auxinas se encuentran las siguientes sustancias:
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Acido clorofenoxiacetico.

Acido clorofenoxipropionico.
Acido naftaleneacético (ANA).
Acido indolbutirico (AIB).

Acido indolacético (AIA).

Acido diclorofenoxiacético (2,4 D).

e Giberelinas: Su nombre proviene del hongo Gibberella fujikuroi de donde fueron
extraidas originalmente. El acido giberélico (GA3) fue la primera de esta clase de
hormonas en ser descubierta, se caracterizan principalmente por su influencia en el
alargamiento del tallo y por consiguiente en el mayor crecimiento de las plantas. En
general es masculinizante, altera el porcentaje de flores femeninas y masculinas,
aumentando estas Gltimas. Las giberelinas, son sintetizadas en los primordios apicales de
las hojas, raices y semillas en desarrollo (Randal & Hake, 1999) segin lo indico
(Gonzales, 1999).

e Citocininas: Son sustancias derivadas de la adenina se caracterizan principalmente
por su capacidad para intervenir en la division celular. Son muy Utiles en el &mbito del
cultivo in vitro, permitiendo el mantenimiento vivo de tejidos vegetales y estimulando la

division de la célula. Dentro de las citocininas se encuentran las siguientes sustancias:
6-bencilaminopurina (6-BAP).

6-furfurilamino purina (Cinetina).

6-dimetilamino purina (2 ip).

6-bencilamino tetrahidroiranil purina (PBA).

6-hidroximetil buterilamino purina (Zeatina).
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e Acido abscisico (AAB): Segin como lo menciona Gonzales (1999), se caracteriza
por inhibir muchos fenémenos del crecimiento vegetal, la fotosintesis e induce al cierre
de los poros de las hojas, por lo que detiene la transpiracién. El acido abscisico (AAB),
conocido anteriormente como dormina o abscisina, es un inhibidor del crecimiento
natural en plantas (Gonzélez, 1999).

e Etileno: Como lo menciona Gonzales (1999), el etileno es un hidrocarburo, siendo
muy diferente a otras hormonas vegetales naturales. Aunque se ha sabido desde
principios de siglo que el etileno provoca respuestas tales como geotropismo y abscision
no fue sino hasta el afio 1960 que se empezd a aceptar como una hormona vegetal que
ademas influye en la caida de hojas y en la maduracion de algunos frutos (Rost, 1982).

e [Etefon: Actla sobre la maduracion y coloracion de los frutos. También se utiliza
junto con la giberelina para romper la latencia de algunas semillas.

e Daminozida y clormecuat: Son sustancias retardantes o disminuidoras del
crecimiento.

e Hidracida maleica: Es una sustancia que actda inhibiendo el crecimiento de la
planta y retrazando la brotacion de bulbos.

e Sustancias antitranspirantes: Estas sustancias disminuyen las elevadas tasas de
traspiracion y en consecuencia, disminuyen el gasto de agua. En este grupo se encuentra:

Di-1-p-menteno, alginatosodico, oxietilleno-dodecanol.
2.9 Endospermo de coco (agua de coco).

El endospermo liquido de coco se utiliza como un suplemento de un medio de

cultivo estandar, corrige deficiencias de molibdeno, manganeso y cobre.

Dentro del campo del cultivo in vitro, su uso es de vital importancia para la induccion
de la division celular en tejidos diferenciados. En el coco una gran cantidad de
endospermo liquido se desarrolla precozmente, y sirve para almacenar nutrimentos para
el embrion en desarrollo, mientras el embrion se mantenga latente, el endospermo

liquido inducira la division celular (Caplin y Steward, 1948).
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Van Oberbeek en 1940, descubrié que el endospermo lechoso de coco inmaduro era
rico en compuestos que promovian citocininasas; mientras que Steward en 1950 utilizo
la técnica de cultivo celular y aisl6 muchas citocininas de la leche de coco que

incrementaban la division celular en la zanahoria.

En 1955 Shant & Steward encontraron difenilurea mediante la extraccion completa

con solventes y demostraron que el compuesto cristalino poseia actividad citocininica.

Segun Prevot (1968), en virologia, el agua de coco es utilizada para el desarrollo de
meristemos vegetativos y florales, cuyo cultivo es la base de un método de cura para
plantas infectadas con virus. El agua de coco también sirve como fuente de factores de
crecimiento para los cultivos de tejidos destinados al estudio de la biosintesis de virus

vegetales.
2.9.1 Composicién del agua de coco (AC).

El agua de coco (AC) es un medio muy complejo, con una amplia gama de
componentes organicos e inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer)
y no es raro encontrar sales en ella. Es rica en potasio, magnesio y fosfato, el contenido
de azucar estd alrededor del 2%.Adicionalmente se encuentra en ella nitrégeno no
proteinico soluble en forma de amino&cidos; pero su uso se justifica no solo por su
excelente capacidad amortiguadora sino también por sus cualidades promotoras del
crecimiento, en su totalidad son superiores a las de otros medios conocidos. Ademas, en
aquellas areas, donde crece el coco es significativamente mas barato que los compuestos

purificados o sintéticos tales como la zeatina o el inositol (Garcia 2010).
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3. MARCO OPERACIONAL
3.1 Ubicacion.
La presente investigacion se realizo en el laboratorio de cultivo de tejidos in vitro de
la Empresa AGROVITROPARIS, en la provincia del Guayas, canton Guayaquil,
parroquia Tarqui, avenida Juan Tanca Marengo Km 4.5,Ecuador.

3.2 Datos Geogréficos.
La empresa esta localizada al Norte-Este de Guayaquil, a una altitud de 4 m.s.n.my

en un terreno de topografia plana.

3.3 Datos Climaticos.
La temperatura media anual es de 25 °C, tiene una precipitacion media anual de
607.86 mm y una humedad relativa anual es de 75 % (INAMHI, 2006).

3.4 Duracioén.

El inicio del ensayo se realiz6 desde la tercera semana de Octubre del 2014 y culmino
la segunda semana de Febrero del 2015, con una carga horaria de 40 horas a la semana.

3.5 Materiales.
3.5.1 Materiales de laboratorio

Tabla 3: Materiales utilizados en el laboratorio.

auto-clavables.

Medio WPM Phyton Cloruro de mercurio Hipoclorito de sodio
Cajas Petri. Agujas. Papel de aluminio Phytagel
Hojas de Bisturi. Mechero Marcador Tween 80
permanente
Camara de flujo vertical Tubos de 50 ml Refrigeradora Frascos de 200ml

Estereoscopio.

Agua destilada
estéril.

Papel de kraff

Estanteria con
lamparas
fluorescentes

Microscopio.

Alcohol 80 %.

Tirillas de tornasol

Autoclave.

Micropipeta 2ml

Gradilla.

Agitador magnético

Balanza de precision
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3.5.2 Material experimental.

Para el inicio se utilizaron yemas axilares y apicales de mora tropical cultivar Brasus

obtenidas en el Centro Gerontoldgico de Guayaquil.
3.5.3 Biorreguladores.

Los biorreguladores que se utilizaron son: Acido indolbutirico (AIB) vy

6 -bencilaminopurina (6-BAP).
3.5.4 Sustancias organicas.
Dentro de las sustancias organicas se utilizé el endospermo de coco (agua de coco).
3.6 Tratamientos en estudio.
Los tratamientos que se estudiaron fueron los siguientes:
T1: WPM +50 ml/I Endospermo de coco.
T2: WPM +80 ml/I Endospermo de coco + 1 mg/l de 6- bencilaminopurina (6-BAP).

T3: WPM +100 ml/l Endospermo de coco + 2 mg/l de 6- bencilaminopurina (6-BAP)+
0.25mg/1 de acido indolbutirico (AIB).

T4: Control WPM.
3.7 Caracteristicas de los tratamientos.

» Loyd y McCown, Woody Plant Medium (WPM): Medio de cultivo para plantas
lefiosas.

» Endospermo de coco: Suplemento del medio de cultivo estandar. Sustancia
guimicamente no definida, el endospermo de coco liquido induce la divisién celular.

» (6-BAP): 6-bencilaminopurina, la citocinina interviene en la division celular.

> (AIB): Acido indolbutirico, la auxina activa el crecimiento y enraizamiento de la

planta.

18



3.8 Disefo experimental.

Durante el desarrollo del ensayo se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA),

con 4 tratamientos, y 10 réplicas.
3.9 Andlisis de varianza.

A continuacién se detalla el esquema del anélisis de varianza (ANDEVA) que se

utilizo.

Tabla 4: Anélisis de varianza.

ANDEVA
Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos (t — 1) 3
Error Experimental 27
Total (rxt-1) 39

3.10 Anélisis funcional.
Para realizar las comparaciones de las medias de los tratamientos se utilizd la
Diferencia Minima Significativa (DMS) al 5 % de probabilidad.

3.11 Métodos.
o Esterilizacion de materiales y equipo.

Los materiales y equipos utilizados en la siembra de los explantes fueron previamente
desinfectados y esterilizados; los instrumentos, cristaleria y tubos se lavaron con
detergente para luego ser sumergidos en cloro comercial al 1 % y para finalmente
introducirlos en una autoclave a una temperatura de 180 °C durante una hora, y asi

realizar el establecimiento del ensayo.
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La cdmara de flujo laminar en la que se realiz6 la propagacion in vitro del cultivo de
mora tropical fue limpiada con alcohol (75 %) y esterilizada con luz ultravioleta durante

una hora antes de la siembra de los explantes.

e Obtencién y preparacion del material vegetativo.

El material vegetal que se utilizo para realizar la siembra fueron yemas axilares de 3
a 4 cm de longitud, y sus segmentos seleccionados basadndose en las caracteristicas
fenotipicas. EI material experimental se extrajo de ramas juveniles y en crecimiento
activo a las cuales se les dio un manejo cultural y fitosanitario. Estas muestras fueron
obtenidas en el jardin Botanico del Instituto Gerontologico de la M.I. Municipalidad de
Guayaquil y de la Facultad de Educacion Técnica para el Desarrollo de la UCSG.

e Preparacion del medio basal (WPM).

Se elabord el medio del cultivo con las sales minerales de Loyd y McCown, descrita
en la (Tabla 5); suplementado con endospermo de coco; 6-bencilaminopurina (6-BAP) y

acido indolbutirico (AIB) reajustando el pH de la solucion a 6 detallado en la (Tabla 6).

Con ayuda de pipetas se tomaron cada una de las soluciones madres que fueron
usadas en la preparacion del medio bésico, se diluyeron en vasos de precipitacion con
agua destilada y desionizada, con la pipeta se agrego el total de agua destilada necesaria

para completar la cantidad de medio a preparar.

! Metodologia de la preparacion del medio basal. Mufioz F, Reyes H, 2006
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Tabla 5. Composicion de sales basicas usadas en la preparacion del medio de cultivo

(WPM).

Formula Quimica

Nombre

Concentracion

Macrosales:
NH;NO;
MgSO, 7H,0
KH,PO,

CaCl, 2H,0
Ca(NO3)2 4H,0

Microsales:
H3BO;

MnSO,4 4H,0
ZnS0O, 7H,0O
Na2MoO,4 2H,0
CuSO, 5H,0

Solucidén de hierro:

Na2EDTA. 2H,0

FeSO, 7H,0

Vitaminas:
Inositol

Acido nicotinico
Clorhidrato de
piridoxina
Phytagel (g I-1)
Tiamina-HCI

Nitrato de amonio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Fosfato monobaésico de potasio
Cloruro de calcio dihidratado
Nitrato de calcio

Acido bérico

Sulfato de manganeso tetrahidratado
Sulfato de zinc heptahidratado
Molibdato de sodio dihidratado

Sulfato de cobre penta hidratado

Acido etilendiaminotetraacéticodisédicodihidrato

Sulfato de hierro heptahidratado

(mgll)
400
370
170
96
556

6,2
29,43
8,6
0,25
0,25

37,3

27,8

100

1
2,2
10

Fuente: Mufioz F: Reyes H, 2006.
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Tabla 6: Sustancias utilizadas para elaborar el medio de cultivo WPM modificado en la

fase de micropropagacion del cultivo in vitro de mora tropical.

Solucion Cantidad
mg/l ml/I
WPM - 10
Endospermo de coco - 50;80;100
6-bencilaminopurina (6-BAP) 1;2
Acido indolbutirico (AIB) 0,25

e Establecimiento de los explantes.

Luego del lavado en el chorro de agua se cortan los explantes a un tamarfio de 1-2 cm
de largo, se procedio a sumergirlos y agitarlos durante 15 minutos en una solucién de
agua destilada y un fungicida-bactericida (Phyton) a una concentracion de 1 ml/l de
agua. Posteriormente se utilizd agua destilada para el enjuague, inmediatamente se
colocaron 2 gotas de mercurio al 2 % Yy se realizé el enjuague nuevamente con agua
destilada. Después que los explantes fueron desinfectados, se los colocé en papel kraff
para cortarles los extremos y de esta manera eliminar las puntas blancas de los tejidos

por accion directa de los desinfectantes.

Para establecer la siembra se realiz6 la desinfeccion de la camara de flujo laminar, se
colocaron en la cdmara de siembra todos los instrumentos a utilizar (tubos de ensayos,
cajas petri, bisturis y pinzas esterilizados previamente), se encendio la luz ultra violeta
por 30 minutos. Se sacaron los tubos de la autoclave, se trasladaron al cuarto de siembra

donde se asperjaron con alcohol junto con los explantes de mora.
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Posteriormente se realizd la siembra que consistio en las siguientes actividades:
flamear las pinzas, bisturi y cajas petri y los tubos de ensayo en el mechero, se sacaron
los explantes con pinzas de la caja petri, se eliminaron con el bisturi hojas secas y en
parte basal necrotica y se colocaron en los tubos de ensayo que contenian el medio
nutritivo, se sellaron los tubos con cinta de parafina e inmediatamente se depositaron en
gradillas; se tomaron los registros de identificacion y se trasladaron a un cuarto de
crecimiento bajo condiciones de 18 °C durante 16 horas de fotoperiodo y 4 000 lux. En
este lugar los explantes permanecieron durante 12 semanas consecutivas en condiciones

ambientales controladas.

3.12 Variables evaluadas.

3.12.1 Numero de brotes por explante.
Esta variable se registré a los 30, 60 y 90 dias después de cada repique.

3.12.2 Longitud de brotes por explante.
Este dato se registro a los 30, 60 y 90 dias después de cada repique, utilizando una

regla graduada en cm, desde la base del cuello de la planta hasta el Gltimo entrenudo.

3.12.3 Longitud de hojas por explante.
Este dato se registré a los 30, 60 y 90 dias después de cada repique, utilizando una
regla graduada en cm midiéndose desde la base del peciolo de la hoja hasta el apice.

3.12.4 Numero de raices por explante.

Se evalug visualmente el nimero de vitroplantas que presentaron raices.
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4. RESULTADOS

4.1 Numero de brotes.

En la (Tabla 7) se observan los datos concernientes a niUmero de brotes por explante
registrados en distintos periodos del cultivo 30, 60 y 90 dias. En la evaluacion efectuada
a los 90 dias, los tratamientos T3 (WPM + 100 ml/l endospermo de coco + 2 mg/I
6- bencilaminopurina (6-BAP) + 0.25 mg/l &cido indolbutirico (AIB) y T2 (WPM +
80 ml/l endospermo de coco + 1 mg/l de 6-bencilaminopurina (6-BAP) promovieron el
mayor nimero de brotes. Por el contrario, el tratamiento correspondiente al testigo T4
(WPM) tuvo el menor nimero de brotes por explante. Las evaluaciones realizadas a los
30 y 60 dias arrojaron datos estadisticamente significativos, y a los 90 dias se

observamos diferencia estadistica altamente significativa al 5 % de probabilidad.

Tabla 7. Namero de brotes en explantes de mora en varios periodos de evaluacion en
respuesta a diferentes medios de cultivo a los 30, 60 y 90 dias. UCSG, 2015.

NUmero de brotes

Tratamientos 30 dias 60 dias 90 dias

T1 1.67 2.00 2.33

T2 2.00 2.44 3.22

T3 2.50 3.10 4.10

T4 1.00 1.13 1.25

Promedio 1.79 2.17 2.73
DMS0.05T1vs T4 * * *
DMS 0.05T2vs T4 * * *
DMS 0.05T3vs T4 * * *

CV % 19 27.76 25.34

24



4.2. Longitud de brotes.

Los datos correspondientes a longitud de brotes (Tabla 8) registran diferencias
significativas entre los tratamientos a los 30, 60 y 90 dias, siendo el tratamiento T3
(WPM + 100 ml/l endospermo de coco + 2 mg/l 6-bencilaminopurina (6-BAP) +
0.25 mg/l &cido indolbutirico (AIB) quien tuvo el mayor promedio de longitud de brotes,
sequido de T2 (WPM + 80 ml/l endospermo de coco + 1 mg/l de 6-bencilaminopurina
(6-BAP). A los 30 dias el tratamiento T1 (WPM + 50 ml/l endospermo de coco) tuvo el
menor promedio, en cambio a los 60 y 90 dias, el tratamiento T4 o testigo convencional

(WPM) registr6 el menor promedio.

Tabla 8. Longitud de brotes en plantas de mora brasus a los 30, 60 y 90 dias de
después de cada repique. UCSG, 2015.

Longitud de brotes (cm)

Tratamientos 30 dias 60 dias 90 dias
T1 4.3 7.5 14.85
T2 9 155 31.69
T3 9.87 16.88 33.2
T4 4.5 6.94 12.71
Promedio 6.92 11.71 23.11
DMS0.05T1vs T4 NS * *
DMS 0.05T2vs T4 * * *
DMS 0.05T3vs T4 * * *
CV % 10.36 10.57 13.03
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4.3. Longitud de hojas.

Los resultados del andlisis de varianza correspondiente a longitud de hojas (Tabla 9)
indican que hay significancia estadistica entre los tratamientos a los 30, 60 y 90 dias del
cultivo. El tratamiento T1 (WPM + 50 ml/l endospermo de coco) registré el menor
promedio a los 30 dias con 3,33 mm; en cambio a los 60 y 90 dias el tratamientoT4
(WPM) tuvo el menor promedio con 4,46 mmy 6,78 mm en su debido orden.

Las evaluaciones realizadas muestran que a los 30, 60 y 90 dias el tratamiento T3
(WPM + 100 ml/l endospermo de coco + 2 mg/l 6-bencilaminopurina (6-BAP)+ 0.25m/I
acido indolbutirico (AIB) promovié el mayor promedio de longitud de hojas con 7.4,

11.34 y 14.49 mm respectivamente.

Tabla 9. Longitud de hojas en mora tropical a los 30, 60 y 90 dias después de cada
réplica. UCSG, 2015.

Longitud de hojas (cm)

Tratamientos 30 dias 60 dias 90 dias

T1 3.33 5.48 7.48

T2 5.77 8.03 10.92

T3 7.40 11.34 14.49

T4 3.37 4.46 6.78

Promedio 497 7.40 9.92
DMS 0.05T1vs T4 NS * *
DMS 0.05T2vs T4 * * *
DMS 0.05T3vs T4 * * *

CV % 19.12 16.32 13.38
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4.4 NUmero de raices.

En la (Tabla 10) los datos de nimero de raices evaluados a los 90 dias demostraron
que los tratamientos T3(WPM + 100 ml/l endospermo de coco + 2mg/l
6- bencilaminopurina (6-BAP)+ 0.25mg/l acido indolbutirico (AIB) y T2 (WPM +
80 ml/ | endospermo de coco + 1 mg/l de 6-bencilaminopurina (6-BAP) tuvieron el
mayor promedio de nimero de raices con 7,9 y 6,11 respectivamente, seguido del T1
( WPM + 50 ml/l endospermo de coco) con 3,33 y con el menor valor el tratamiento

T4 (WPM,; testigo convencional) con 1,88 de raices.

Tabla 10: NUmero de raices, en plantas de mora tropical, después de cada replica a los
90 dias. UCSG, 2015.

NuUmero de raices

Tratamientos 90 dias

T1 3.33

T2 6.11

T3 7.9

T4 1.88

Promedio 4.81
DMS 0.05 T1 vs T4 N
DMS 0.05 T2 vs T4 -
DMS 0.05 T3 vs T4 *

CV % 22.37
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5. DISCUSION

Luego de analizar los resultados obtenidos en este trabajo experimental se determino
que el mayor rendimiento en nimero de brotes, longitud de brotes y hojas a los 30, 60 y
90 dias se observd en el tratamiento T3 (WPM + 100 ml/l endospermo de coco + 2 mg/l
6-bencilaminopurina (6-BAP) + 0.25mg/l acido indolbutirico (AIB), corroborando lo
que sefial6 Roca y Mroginski (1991), quienes indicaron que, dentro del campo de cultivo
in vitro, su uso es de vital importancia para la induccion de la division celular en tejidos
diferenciados por lo que se justifica no solo por su excelente capacidad amortiguadora
sino también por sus cualidades promotoras del crecimiento y que en su totalidad son
superiores a las de otros medios conocidos.

Al respecto también Margara (1988), Garcia y Martinez (1994) y Saldivar (1994)
manifiestan que en el ambito de propagacion in vitro las citocininas son muy Utiles
permitiendo el mantenimiento vivo de tejidos vegetales, promueven la divisién celular,
proliferacion de yemas axiliares y neoformacion de drganos in vitro. En este estudio se
obtuvieron resultados similares al utilizar 2 mg/l de (6-BAP) en el cultivo in vitro de
mora tropical con una produccion promedio de 4,1 brotes por explante de 33,2 mm y
14,49 mm de longitud de brotes y hojas en su respectivo orden, logrando tener plantas de
excelente altura. La hormona 6-bencilaminopurina (6-BAP), es una de las mas utilizadas
para estimular el crecimiento y desarrollo, division celular, iniciacién y crecimiento de

raices (Rojas & Ramirez, 1991).

En lo que respecta al nimero de raices registrados a los 90 dias, el medio de cultivo
compuesto por WPM + 100 ml/lI endospermo de coco + 2 mg/l 6-bencilaminopurina
(6-BAP)+ 0.25mg/I acido indolbutirico (AIB); fue el mas efectivo; lo cual coincide con
lo indicado por (Rojas, 2004), quien manifiesta que “los efectos producidos por los
fitoreguladores tienen que ver principalmente con la estimulacion de las raices, el
aumento de la floracion, la maduracién del fruto, y en general con el crecimiento y

desarrollo de la planta y todos sus 6rganos”.
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El éxito en la técnica del cultivo in vitro o micropropagacion en su mayoria depende
del medio de cultivo empleado, es vital la definicion de los medios de cultivo para cada
fase (establecimiento, propagacion y enraizamiento) ademas, este medio de cultivo debe
ajustarse a los requerimientos de la especie vegetal ya sea herbacea o lefiosa. La
efectividad de un medio de cultivo depende tanto de los ingredientes basicos minerales,
asi como de azucares y hormonas (Romberger & Tabot, 1971); (Bending, 1974).

Para la fase de enraizamiento por lo general se usan las auxinas, las cuales por su

origen pueden ser naturales o sintéticas.

(Castro & Gaviria 1995), realizaron estudios de enraizamiento en diferentes especies
del género Rubus con la aplicacion de é&cido indolbutirico (AIB) en diferentes
concentraciones, donde se encontr6 que el AIB a concentraciones entre 1 y 3 mg/I
induce un porcentaje de enraizamiento de hasta el 100 %. (Enriquez & Diaz 1994) al
incorporar acido indolacético (AlA) o acido indolbutirico en el medio de cultivo para la
propagacion de Agave angustifolia, los brotes formaron raices en mayor cantidad,
conforme aumento la cantidad de la auxina hasta 1 mg/l. Una respuesta similar se obtuvo
en esta investigacion de tesis, cuando los explantes fueron inducidos en un medio
nutritivo de 0,25 mg/l de (AIB) llegando a obtener exitosamente vitroplantas con mayor

numero de raices y con un porcentaje del 100 % de plantas enraizadas.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones.

e La propagacion de la variedad de Mora brasus a través del cultivo in vitro es viable
y segura.

o El medio de cultivo con un suplemento de endospermo de coco, es eficiente en la
concentracion de los microelementos que contiene.

e Para la propagacion in vitro de la mora tropical es necesario que ésta se desarrolle en
condiciones de temperatura que no superen los 20 °C. Temperaturas mayores a la
indicada producen un deterioro en la vitroplantas y un alto grado de fenolizacion.

e EIl medio de cultivo a concentraciones de T3: 2 mg/l de 6-bencilaminopurina
(6-BAP) indujo los mejores resultados en longitud de brotes, hojas y nimero de brotes
produciendo vitroplantas de mora de alta calidad.

e En el cultivo in vitro de mora la mayor produccion de raices por explante se
consigue con la utilizacién de la hormona T3: &cido indolbutirico (AlB) a concentracion
de 0.25 mg/I.

6.2 Recomendaciones.

e Usar agentes antioxidantes (acido ascorbico y L- cisteina) en los enjuagues y medio
de cultivo, para bajar el porcentaje de fenolizacién en los explantes.

e Utilizar la hormona 6-bencilaminopurina (6-BAP) en concentraciones de 2 mg/l
para la multiplicacion masiva de mora tropical (Rubus brasus) ya que permite obtener
un mayor numero de brotes y elongacion de brotes y hojas.

e Emplear &cido indolbutirico (AIB) a concentraciones de 0,25 mg/l en la fase de
enraizamiento del cultivo in vitro de mora tropical.

e Implementar nuevos estudios que involucren otras fitohormonas y dosis que tiendan

a bajar los costos del proceso.
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GLOSARIO

Andeva: En inglés ANOVA, se realiza para extraer de los valores medidos la

informacidn buscada y necesaria para confirmar o rechazar una hipotesis inicial.

Auxinas: Son hormonas vegetales (fitohormonas) de naturaleza ciclica que aparecen en
los tejidos meristematicos, estimulando y coordinando el crecimiento celular por
distension. Facilitan el desarrollo de los embriones, aceleran la curacion de las heridas e
intervienen en la abscision de los frutos, la inhibicién de las yemas y la determinacion de

la forma tipica de la planta.
Basal: Que nace cerca de la base, hace referencia al tallo, hoja, flor.

Biotecnologia: Se refiere a toda aplicacién tecnolégica que utilice sistemas bioldgicos y
organismos vivos 0 sus derivados para la creacion o modificacion de productos o

procesos para usos especificos.

Citoquininas o citocininas: Su nombre proviene del término «citokinesis» que se
refiere al proceso de division celular, el cual podria ser considerado como el segundo
proceso madre de todos los procesos fisioldgicos en los vegetales, ya que a este proceso
le antecede en importancia la diferenciacion celular, la cual se encarga de dar origen a la

formacion de cada uno de los 6rganos de cualquier vegetal."”

Cultivo in vitro: Significa hacer el cultivo en recipientes de vidrio bajo condiciones

asépticas en el laboratorio.

Endospermo de coco: La leche de coco es la emulsion diluida de endospermo
(almendra de coco) de coco desmenuzado en agua, con una distribucién homogénea de

los sélidos solubles y en suspension.

Explante: Se refiere a cualquier parte vegetal que ha sido separada de la planta, que
puede ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos, etc.). Con excepcion de

los dvulos y el polen, los explantes estan constituidos por tejidos y/o células somaticos.
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Fitorregulador: es un producto regulador del crecimiento de las plantas; normalmente
se trata de hormonas vegetales (fitohormonas) y sus principales funciones son estimular

o0 paralizar el desarrollo de las raices y de las partes aéreas.

Macroelemento: Grupo formado por aquellas sustancias que la planta consume en

grandes cantidades y que por tanto su carencia resulta evidente mucho antes.

Medio de cultivo: Un medio de cultivo consta de un gel o una solucion que cuenta con
los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y temperatura,
el crecimiento de virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefas

plantas.

Meristemo: Tejido vegetal o zona de células indiferenciadas que tienen la capacidad de
dividirse activamente. A partir del mismo, se forman los otros tejidos que forman el

cuerpo vegetal.

Microelemento: Sindnimo de Oligoelemento. Elemento nutritivo indispensable para el

metabolismo de los seres vivos, aunque lo precisen en muy pequefia cantidad.

Morfogénesis: Proviene del griego "morphé" que significa forma y "génesis" creacion,
literalmente el “origen de la forma “es el proceso bioldgico que lleva a que un
organismo desarrolle su forma. Este es uno de los tres aspectos fundamentales del
desarrollo biolégico junto con el control del crecimiento celular y la diferenciacién

celular.
Ph: Es una medida de la acidez o basicidad de una disolucién.

Phyton: Fungicida bactericida liquido, sistémico y de contacto, preventivo y curativo;
unico en su grupo, con formulacion exclusiva y patentada permite que la molécula de

cobre sea absorbida y transportada al interior de la planta sin producir fitotoxicidad.
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Repeticion: Reiteracion de una observacion o medida al mismo nivel de tratamiento.
Proporciona una oportunidad para que los efectos de las variables extrafias,

incontroladas se compensen y permite, ademas, medir el error experimental.
Vitroplantas: Plantas clonadas en recipientes de laboratorio.

Yemas apicales: Son las yemas formadas por la zona vegetativa del tallo y por las hojas

modificadas que la protegen. También se conoce como yema terminal.
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Tabla 1 A. Andalisis de varianza de nimero de brotes a los 30 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones Tl T2 T3 T4
1 1 4 4 1
2 1 2 2 1
3 1 2 2 1
4 1 4 4 1
5 2 2 3 1
6 4 1 1 1
7 - 1 2 1
8 - 1 1 1
9 - 1 1 -
10 - - 5 -
Sti 10 18 25.0 8 61
Ri 6 9 10 8 33
X 1.67 2.00 2.50 1.00 1.79
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 3.57
Trata. 3 1.15 0.38 4,75** 2.93 4.54
Error 29 2.42 0.08

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el anélisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 2 A. Andlisis de varianza de nimero de brotes a los 60 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones T1 T2 T3 T4
1 1 5 5 1
2 1 3 3 1
3 1 3 3 1
4 1 5 5 1
5 3 2 4 2
6 5 1 1 1
7 - 1 3 1
8 - 1 1 1
9 - 1 1 -
10 - - 5 -
Sti 12 22 31.0 9 74
Ri 6 9 10 8 33
X 2.00 2.44 3.10 1.13 2.17
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 6.79
Trata. 3 1.40 0.47 2.47 2.93 454
Error 29 5.39 0.19 ”

NS= No significativo.

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 3 A. Andlisis de varianza de nimero de brotes a los 90 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones T1 T2 T3 T4
1 1 6 6 1
2 1 4 4 1
3 2 4 4 1
4 1 6 6 1
5 3 3 5 3
6 6 1 2 1
7 - 1 4 1
8 - 2 2 1
9 - 2 2 -
10 - : 6 -
Sti 14 29 41.0 10 94
Ri 6 9 10 8 33
X 2.33 3.22 4.10 1.25 2.73
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 8.63
Trata. 3 3.14 1.05 5.53** 2.93 454
Error 29 5.49 0.19

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 4 A. Anélisis de varianza de longitud de brotes a los 30 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones Tl T2 T3 T4
1 2.8 10 11 4
2 4 5 13 4
3 8 12 10 3
4 3 7 10.5 4
5 3 15 9.5 7
6 5 6 7.6 5
7 - 6 8.5 5
8 12 11.5 4
9 - 8 7.6
10 - - 9.5 -
Sti 25.8 81 98.7 36 241.5
Ri 6 9 10 8 33
X 4.30 9.00 9.87 4.50 6.92
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% 1%
Tabular
Total 32 9.18
Trata. 3 6.96 2.32 30.53** 2.93 4.54
Error 29 2.22 0.076

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)



Tabla 5 A. Anélisis de varianza de longitud de brotes a los 60 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones T1 T2 T3 T4
1 5.2 17.2 18 6.5
2 7.5 115 20.5 6.5
3 12.3 18.5 16.5 6
4 5.4 13.6 18 6.5
5 5.4 21.2 16,5 9.5
6 9.2 11.4 14 7
7 - 11.4 16 75
8 - 18.5 19.2 6
9 - 16.2 13.6 -
10 - - 16.5 -
Sti 45 139.5 168.8 55.5 408.8
Ri 6 9 10 8 33
X 7.50 15.50 16.88 6.94 11.70
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 17.96
Trata. 3 14.24 4.75 36.54** 2.93 4.54
Error 29 3.72 0.13

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 6 A. Andlisis de varianza de longitud de brotes a los 90 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones T1 T2 T3 T4
1 11.2 35.2 35 11.5
2 13.5 22 40 12.2
3 24 37 31.5 11.5
4 11.2 28 35 13
5 11.2 44 33.5 16
6 18 22 28 13.5
7 - 22 32 13
8 - 42 38 11
9 - 33 24 -
10 - - 35 -
Sti 89,1 285,2 332,0 101,7 808
Ri 6 9 10 8 33
X 14.85 31.69 33.20 12.71 23.11
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 42.67
Trata. 3 31.7 10.57 27.82** 2.93 4.54
Error 39 10.97 0.38

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)



Tabla 7 A. Anélisis de varianza de longitud de hojas a los 30 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones Tl T2 T3 T4
1 2 7 8 3
2 3 3 10 3
3 7 8 7 2
4 2 4 10 3
5 2 10 7 6
6 4 3 5 4
7 - 3 6 3
8 - 9 9 3
9 - 5 5 -
10 - - 7 -
Sti 20 52 74.0 27 173
Ri 6 9 10 8 33
X 3.33 5.78 7.40 3.38 4,97
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 9.65
Trata. 3 4.28 1.43 7.53** 2.93 4.54
Error 29 5.37 0.19

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 8 A. Andlisis de varianza de longitud de hojas a los 60 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones Tl T2 T3 T4
1 3.7 10 11.4 4.1
2 4.6 5.2 15.3 4.1
3 11.2 11.4 11.5 3
4 3.6 6.2 15.4 3.9
5 11.2 15.2 11.2 7.4
6 3.6 45 8.3 5.2
7 - 4.5 9.5 4
8 - 11.3 11.3 4
9 - 6.4 8.3 -
10 - - 11.2 -
Sti 32.9 74.7 113.4 35.7 256.7
Ri 6 9 10 8 33
X 5.48 8.30 11.34 4.46 7.40
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 13.86
Trata. 3 8.01 2.67 13.65** 2.93 4.54
Error 29 5.85 0.20

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)



Tabla 9 A. Andlisis de varianza de longitud de hojas a los 90 dias

Observaciones Tratamientos
Repeticiones Tl T2 T3 T4
1 5.3 13 154 6.5
2 7 8.2 18.3 6.9
3 14.2 14.5 14.5 55
4 55 8.2 17.4 6
5 5.6 17.5 13.2 10
6 7.2 7.1 11.4 7.1
7 - 7 13.5 6
8 - 13.5 15 6.2
9 - 9.3 12.2 -
10 - - 14 -
S ti 449 98.3 144.9 54.2 342.3
Ri 6 9 10 8 33
X 7.48 10.92 14.49 6.78 9.92
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% F 1%
Tabular
Total 32 12.44
Trata. 3 7.36 2.45 13.61** 2.93 4.54

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Tabla 10 A. Anélisis de varianza de nimero de raices a los 90 dias.

Observaciones Tratamientos
Repeticiones T1 T2 T3 T4
1 1 9 12 2
2 1 8 8 2
3 2 7 8 2
4 2 9 9 2
5 5 6 11 3
6 9 3 5 2
7 - 2 8 1
8 - 5 5 1
9 - 6 4 -
10 - - 9 -
Sti 20 55 79,0 15
Ri 6 9 10 8
X 3.33 6.11 7.90 1.88
ANDEVA
FdeV GL SC CM F Cal. 5% 1%
Total 32 16,77
Trata. 3 9.92 3.31 13.79** 2.93 454
Error 29 6.85 0.24

**= Altamente significativo

1/ Para realizar el analisis de la varianza, los valores originales fueron trasformados a

valores de ( /x + %)
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Grafico 1: Area de siembra

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréafico 2: Planta madre de mora Rubus brasus.
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Gréfico 3: Seleccion y corte de brotes iniciales en plantas madres.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréfico 4: Tamafio de brotes ya cortados a nivel de campo

; ) :‘i".‘."
Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015
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Grafico 5: Transporte de brotes iniciales en horas de la mafiana hasta el laboratorio.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréfico 6: Brotes in vivo para su reduccién y desinfeccién en el laboratorio.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015
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Gréfico 7: Explantes ya sumergidos en los desinfectantes para luego ser lavados en
asepsia.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréfico 8: Explantes de mora sembrados en el medio de cultivo inicial.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015
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Gréfico 9: Explantes listos para ser seleccionados por sanidad (hongos y bacterias).

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréfico 10: Demostracion del desarrollo de explantes ya en los tratamientos.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015
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Gréfico 11: Desarrollo de explantes de mora en el fitotrdn y su ubicacion respectiva de
los tratamientos.
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Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015

Gréfico 12: Vitroplanta de mora desarrollada caulinarmente y radicularmente.

Autor: Danny Patricio Ulloa Carrasco, 2015
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