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Resumen

La demanda de planta de zarzamora (Rubus subgénero Eubatus) variedad “Tupy”, ha
ido en aumento a lo largo de los Gltimos afios, sobre todo en el estado de Michoacan;
sin embargo, las técnicas para su propagacion in vitro, con las cuales se genera planta
libre de patdgenos, presentan ciertas limitaciones en cuanto a los rendimientos. Este
estudio busco establecer un protocolo para micropropagacion de zarzamora variedad
“Tupy”, mediante un sistema de inmersion temporal, técnica que ha demostrado
aumentar la produccion en otros cultivos. El trabajo experimental constd de seis etapas,
1) prueba de tres tratamientos de desinfeccidon para el establecimiento in vitro de
zarzamora, 2) prueba de diferentes frecuencias de inmersion, 3) evaluacion cualitativa
de un bactericida comercial (PPM), 4) evaluacion de dos porcentaje de sales MS (75 y
100 %) para el medio de cultivo, 5) efecto de cuatro concentraciones de BAP (6-
benzilaminopurina), (0, 1, 2, y 3 mg-L™ de medio de cultivo) sobre la longitud de
explantes, nimero de hojas, brotes y nudos, y 6) comparacion del medio semisélido y
el sistemas de inmersion temporal, en cuanto a la produccion y desarrollo de explantes.
Los resultados muestran que el mejor tratamiento de desinfeccion para el
establecimiento es el que presenta lavados con bactericida y fungicida, con un 91.4% de
planta no contaminada, a una concentracion de 2 mL-L* de ppm, con la que se lograron
hasta 15 semanas sin microrganismos en el medio de cultivo mientras que, en el caso
del nimero de inmersiones, seis inmersiones al dia, de 5 minutos cada una, fue la que
presentd la mayor supervivencia, con un 90%. No hubo diferencias en cuanto a la
concentracion de sales MS, mientras que la concentracion de 1 mg-L™* de BAP fue la
mejor, ya que presentd una buena produccion de brotes 16, con respecto al testigo, que
solo tuvo 1. Finalmente, se demostr6 que el sistema de inmersion es mas eficiente en
cuanto a la produccion de brotes con 18 brotes comparado con el medio semisélido que
solo presentd 3, ambos a una concentracion de 1 mg-L* de BAP. En este estudio se pudo
establecer un sistema de reproduccion in vitro de zarzamora utilizando un sistema de
inmersion, que puede ser utilizado de manera exitosa en la reproduccion eficiente para

la generacion de planta de calidad.

Palabras clave: Zarzamora, micropropagacion, sistema de inmersion temporal
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Abstract

The demand for blackberry plants (Rubus subgenus Eubatus) variety "Tupy", has been
increasing in recent years, especially in the state of Michoacan; however, the techniques
for its in vitro propagation, with which pathogen-free plants are generated, have certain
limitations in terms of yields. This study seeks to establish a protocol for
micropropagation of blackberry variety "Tupy" through a temporary immersion system,
a technique that has been shown to increase production in other crops. The experimental
work consisted of six stages: 1) test of three disinfection treatments for the in vitro
establishment of blackberry, 2) test of different immersion frequencies, 3) qualitative
evaluation of a commercial bactericide (PPM), 4) evaluation of two percentages of MS
salts (75 and 100 %) for the culture medium, 5) effect of four concentrations of four
different types of MS salts for the culture medium, 5) effect of four, (0, 1, 2, y 3 mg-L*
of culture medium) concentrations of BAP (6-benzyl amino purine) on explant length,
the number of leaves, shoots, and nodes, and 6) comparison of semi-solid medium and
temporary immersion systems on explant production and development. The results show
that the best disinfection treatment for establishment is the one that presents washes with
bactericide and fungicide, with 91.4% of the plant not contaminated, at a concentration
of 2 mL-L of ppm, with which up to 15 weeks were achieved without microorganisms
in the culture medium while, in the case of the number of immersions, six immersions
per day, of 5 minutes each, was the one that presented the highest survival, with 90%.
There were no differences in terms of MS salt concentration, while the concentration of
1 mg Lt of BAP was the best, since it presented a production of 16 shoots per explant,
in comparation with the control, which only had 1 shoot. Finally, it was demonstrated
that the immersion system is more efficient in terms of shoot production with 18 shoots,
compared to the semi-solid medium that only presented 3, both at a concentration of 1
mg-L of BAP. In this study, it was possible to establish an in vitro blackberry
propagation system using an immersion system, which can be successfully used in

efficient propagation for the generation of quality plants.

Key words: Blackberry, micropropagation, temporary immersion system.
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INTRODUCCION

El desarrollo de herramientas que lleven a cabo la micropropagacion de plantas de
diversas especies, actualmente es una necesidad, sobre todo aquellas que tienen una gran
importancia comercial, como lo es la zarzamora (Rubus subgénero Eubatus), planta
perteneciente a la familia de las rosaceas adaptada a climas templados, que presenta un
gran interés para la industria, debido a la versatilidad que tiene, para la elaboracion de
diferentes productos y, sobre todo, por sus propiedades antioxidantes. Por lo que resulta
ser un cultivo que necesita masificar su produccion, lo cual puede lograrse a través de

la micropropagacion in vitro.

Hoy en dia se conoce que la planta de zarzamora se ha llevado al cultivo de tejido in
vitro mediante técnicas de micropropagacion tradicionales, que ayudan a la obtencién
de plantas libres de enfermedades, en un tiempo mas corto y con un mayor nimero de
plantas, ademas de que lo hacen en un espacio reducido. Sin embargo, estas técnicas
tienen sus deficiencias, como lo son, los altos costos de mano de obra y reactivos, por
el uso de gelificantes, ya que generalmente esta técnica se trabaja con medios de cultivo
semisolidos, ademéas de que expone frecuentemente los explantes a una posible
contaminacion, debido a la manipulacion que se tiene al momento de realizar los

subcultivos.

A raiz de esto se empezaron a implementar técnicas complementarias a la
micropropagacion a través del cultivo de tejido in vitro, los sistemas de inmersion
temporal, los cuales permiten disminuir los problemas que suelen presentarse en el
cultivo in vitro tradicional, ya que, se ha comprobado la eficiencia de estos sistemas, al
incrementar la produccion de brotes, reducir la tasa de contaminacion, e incluso en
algunos cultivos, se ha encontrado que mejora el proceso de aclimatacion, al disminuir
la tasa de mortalidad, ya que dentro del sistema de inmersion temporal, constantemente
se esta recirculando el aire, lo cual ayuda a que la planta realice su intercambio gaseoso,
y en la fase de aclimatacién sea mas facil su adaptacién, sin dejar de lado la
homogeneidad de las plantas e inocuidad. Por lo anterior el uso de un sistema de

inmersion temporal puede ser benéfico en la micropropagacién de zarzamora.

Actualmente la zarzamora tiene una gran importancia comercial a nivel mundial, gracias
a su versatilidad en la industria alimentaria, plantea Ricardez et al. (2016), sin embargo

las técnicas que se han utilizado convencionalmente para la produccién de plantas, tal
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como lo es la reproduccion asexual por acodos o estacas, presentan ciertas dificultades
sobre todo en el aspecto fitosanitario, debido a que este tipo de técnica favorece la
transmision de plagas y enfermedades (Sigarroa y Garcia, 2011).

A partir de esto se han implementado técnicas que superen estas limitaciones, tal es el
caso de la micropropagacion in vitro, método por el cual se obtienen plantas libres de
enfermedades de acuerdo con Sigarroa y Garcia (2011), no obstante esta técnica también
presenta ciertos obstaculos, sobre todo al momento de escalar la produccion, ya que
suele ser costosa, con bajos niveles de produccion, ademas de que se pierde una gran
parte de la biomasa por la manipulacion de los operadores, menciona Aguirre et al.
(2016), asi como también se presenta una disminucion en la variabilidad genética, lo

que se traduce a una poca adaptabilidad de las plantas a factores externos (FIA, 2009).

Aunado a las dificultades que presentan las técnicas de micropropagacion in vitro
convencionales, es que se han empezado a utilizar herramientas complementarias, como
los sistemas de inmersion temporal que ayuden a mitigar estas limitaciones, ya que estos
permiten incrementar considerablemente el nimero de brotes por explante, ademas de
reducir los costos de produccion, ocasionados por la mano de obra y el uso de
gelificantes, los cuales encarecen el proceso, esto sin dejar de lado que por medio de
estos sistemas también es posible obtener plantas libres de enfermedades (Bello et al.,
2018; Lugo et al., 2017).

Se conoce la utilizacion de esta herramienta en la micropropagacion de varias especies,
entre ellas la zarzamora, en la fase de enraizamiento para su posterior aclimatacion, asi
como también en la fase de micropropagacién, sin embargo, se desconoce su
implementacidn y construccidn especifica para la variedad Tupy cultivada ampliamente

en la region de Los Reyes Michoacan.

La zarzamora es una especie de alto valor en campo por su elevada rentabilidad y
generacion de empleos, asi como para la industria, gracias a su alta versatilidad de
consumo, ya sea en fresco, o0 a través de productos generados a partir de ella, como lo
son jugos, pulpas, extractos, jaleas, entre otros. Ademas, Michoacan es uno de los
principales productores, y numero uno de la variedad libre Tupy, por lo que la
produccion de planta de manera masiva puede ser una alternativa eficiente. Sin embargo,
la propagacion por métodos convencionales es poco competente y promueve la

transmision de enfermedades, por otro lado, el utilizar métodos de micropropagacion in
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vitro tradicionales podria aumentar la productividad, pero a pesar de ello, existir poca
variabilidad genética y complicaciones para automatizar el proceso, ademas la
manipulacion que se le da a la planta bajo esta técnica puede provocar pérdidas de planta

por contaminacion.

Este problema podria resolverse con la implementacion de un sistema de inmersion
temporal, para la propagacion masiva y eficiente de zarzamora, ya que se conocen
algunas ventajas de utilizar los sistemas de inmersion temporal, que residen
principalmente en su operatividad, la cual permite la no exposicion continda de los
explantes con el exterior, al no necesitar el cambio de medio, esto ayuda a disminuir las
tasas de contaminacion en los explantes (FIA, 2009). Otro de los beneficios que provee
este método, es el de mantener toda la estructura del explante en contacto con el medio
liquido, con lo cual se logra incrementar las tasas de crecimiento, y al ser intermitente
la exposicion del material vegetativo al medio, no permite que la planta llegue a un nivel

de estrés por el contacto (Garcia et al., 2020).

Este trabajo aportara un protocolo de micropropagacion para la produccién eficiente de
plantulas de zarzamora variedad Tupy, el cual podria ser aplicado para la generacién de
plantas, asi como la implementacion de un sistema de inmersion temporal, ademas el
desarrollo de este trabajo podria contribuir como un aporte al conocimiento, dentro de

la comunidad cientifica.
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Hipotesis
El desarrollo de un protocolo para la micropropagacion de zarzamora variedad Tupy a
través de un sistema de inmersion temporal puede ser eficiente para la produccion de

brotes.

Objetivos
Objetivo General

Establecer un protocolo para micropropagacion de zarzamora variedad Tupy mediante

un sistema de inmersion temporal.
Objetivos Especificos

e Establecer un sistema de inmersion temporal para la micropropagacion in vitro

de brotes de zarzamora variedad Tupy.

e Determinar tiempos de inmersién y concentraciones de reguladores de
crecimiento en brotes de zarzamora variedad Tupy mediante el sistema de

inmersion temporal.
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I. MARCO TEORICO

1.1 Planta de Zarzamora

La zarzamora (Rubus spp) es una especie de arbusto con espinas perteneciente a la
familia de las rosaceas, originaria de Norte América, Europa y Asia, por lo que se
considera un cultivo de clima frio. Sin embargo, existen algunas variedades producidas
a partir de la cruza de dos especies 0 variedades (conocidas como hibridas), de las
cuales, algunas se adaptaron satisfactoriamente a climas templados y calidos, como los

que posee Meéxico (Ricardez et al., 2016; Flérez, 2016).

Los frutos de zarzamora han sido recolectados desde unos 2000 afios atras, y estos han
tenido varios usos a lo largo del tiempo; en Europa cerca durante el siglo XVI, las
plantas fueron utilizadas como cercas, ademas de con un propdsito medicinal, cabe
resaltar que estas fueron domesticadas hasta el siglo XV11. Derivado de la deforestacion,
afios mas tarde la zarzamora nativa comenzo a esparcirse a otras areas geograficas, asi
como a hibridarse, por lo que comenzaron a cultivarse en América entre los afios 1850

y 1860, ya para el afio 1867 lograron registrarse 18 cultivares (Galleta y Violette, 1989).

La zarzamora es un cultivo perenne que se integra en el grupo de las “berries” o frutillas.
En México, el cultivo inicié de manera comercial hace mas de 30 afios con la variedad
brazos, en la actualidad la variedad libre méas utilizada es la variedad Tupy (Rubus
subgénero Eubatus) (Lopez, 2009). El cultivo de zarzamora se ha ido en aumento a lo
largo del tiempo, desde unas pocas hectareas en los afios 80, diez afios después ya se
tenian mas de 900 hectareas, ya en el afio 2017 se registrd una superficie total de 12,816
ha, mientras que en el 2018 se reportaron 13,8317 ha sembradas, sin embargo, en el
2020 se tuvo una caida a 9,781 (Figura 1) (SIAP, 2020). El estado de Michoacéan es el
principal productor desde entonces, y con mas del 80% de la produccion anual de
frutilla, se encuentra el municipio de Los Reyes de Salgado, el cual genera méas de 260

mil toneladas por afio (Contreras et al., 2019).
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Figura 1. Hectéreas sembradas de zarzamora en México en los ultimos quince afios (SIAP
2020).

1.1.1 Importancia de la Zarzamora como cultivo

En los Gltimos afos, paises de América del Norte han incrementado de manera
impresionante la superficie cultivada de zarzamora, debido a la fuerte demanda que se
tiene de los frutos. En México el cultivo de zarzamora ha cobrado gran fuerza, sobre
todo en el estado de Michoacén, donde su produccion se lleva a cabo a traves de
tecnologias de produccion forzada (Mufioz y Juarez, 1997; Calderdn, 2006; Lopez,
2009). La zarzamora ha tenido un impresionante aumento de la superficie cultivada,
gracias a las diversas formas en las que se puede comercializar, no solo a nivel nacional
sino también en el extranjero, por lo que tiene una alta rentabilidad, ademas de ayudar
a la economia del pais otorgando empleo a mas de 900 trabajadores por cada hectarea
del cultivo (Aneberries 2016).

México participa activamente en la produccion de frutillas manifesté SEDRUA (2017)
al destacar con un cuarto lugar a nivel mundial, con méas de 25 mil hectareas cultivadas,
de las cuales, Michoacan tiene el primer lugar en produccion de zarzamora a nivel

nacional con 116 166 toneladas reportadas en 2016.

Como cultivo la zarzamora presenta gran importancia a nivel mundial, la cual radica

principalmente en la versatilidad que tiene para su comercializacion, ya sea en fresco,
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congelada, a manera de extracto, pulpa o jugo, por su sabor y propiedades antioxidantes
(Ricardez et al., 2016).

Meéxico realiza exportaciones de zarzamora y otras frutillas en los meses de octubre a
abril, e incluso algunos productores se alargan hasta mayo, lo cual ayuda
econdémicamente al pais ya que, al existir poca oferta en ese ultimo mes, los precios en
el mercado mundial se elevan. Los agricultores mexicanos obtienen atractivas gracias a
la comercializacion de la fruta en fresco de hasta un 300%, incluso mas que
exportandolo de manera congelada a los mercados de Norteamérica, la Union europea
y Japon, paises que demandan los frutos frescos por su amplia versatilidad (Calderdn-
Zavala, 2006).

La zarzamora no solo se destaca por su amplia diversidad de consumo, sino también por
las propiedades nutricionales que posee, esta se encuentra compuesta por un 80% de
jugo, en el cual se conforma por azlcares y acidos organicos, como el citrico, malico,
oxalico, succinico y salicilico, ademéas de tener vitaminas de tipo A, C y E. Por otro
lado, la zarzamora en su contenido nutricional cuenta con minerales como el calcio,
potasio, manganeso Yy hierro, ademas de poseer pigmentos como las antocianinas y los
carotenoides que llegan a conferir color y sabor a los frutos, asi como una accion
antioxidante, mientras que otros &cidos como el clogénico, ferulico, ursélico y malico,
estan asociados a la prevencién del cancer, ya que se consideran anticancerigenos
(Rieger, 2006).

1.1.2 Descripcién botanica de la Zarzamora

La zarzamora (Rubus subgénero Eubatus) es un arbusto de aspecto lefioso con ramas
delgadas y flexibles, las cuales también presentan espinas, una seccion pentagonal y
pueden llegar a crecer hasta tres metros. Es una planta conocida principalmente por los
frutos que produce, conocidos como zarzamoras 0 moras Yy pertenece a la familia de las

roséceas (Monasterio, 1992).

Presenta hojas con 5 foliolos, digitadas, con forma trasovada, de base redondeada, con
una punta corta y bien diferenciada, tiene un haz grabo, aunque a veces peloso, y cuenta
con un borde dentado, mantiene un color verde oscuro en el haz mientras que en el envés

un blanco tomentoso (Monasterio, 1992).
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La inflorescencia que presenta la planta de zarzamora es piramidal, falta de hojas por
debajo del apice, regularmente con una solo hoja bracteriforme, y el resto simples
trifoliadas y pentafoliadas, ademas presenta sépalos gris-blanco tomentosos y pétalos de
color rosa, rojo o blanco con menor frecuencia, y estos mantienen una forma oval, su

floracion ocurre en los meses de junio, julio y agosto (Monasterio, 1992).

Los frutos del género Rubus, llamadas zarzamoras, estan compuestas por drupas
arracimadas que no se separan del receptaculo y forman un conjunto carnoso, son de

color rojo y se transforman en negro al madurar (Boyzo, 2014).

1.1.3 Clasificacion taxondmica de la Zarzamora

La zarzamora es una planta perteneciente al género Rubus, la cual, por su tipo de
reproduccion asexual, en que las semillas se producen sin la fusién de gametos, y por la

hibridacidn, presentan una gran variabilidad de especies (Rueda, 2017).

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica de Zarzamora (Rubus sp.) (Rueda, 2017).

Dominio Eukaryota

Reino Plantae

Superphylum Tracheophyta

Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida (= Dicotyledoneae)
Orden Rosales

Familia Rosaceae

Subfamilia Rosoidae

Género Rubus

Subgénero Eubatus

1.1.4 Propagacion de la zarzamora

La zarzamora es una planta que puede reproducirse de manera sexual y asexual, cabe
mencionar que esta Ultima es la mas utilizada. En el caso de la reproduccion sexual, esta
se realiza por medio de semillas, aunque es una técnica que se utiliza poco, ya que hay
una baja tasa de germinacion, ademas de un lento desarrollo en la planta y una mayor
variabilidad (Orozco et al., 2011).
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Por otro lado, estan las técnicas de propagacion asexual, a nivel macro, como lo son por
acodos y esquejes o estacas, las cuales son muy utilizadas en campo para poder
reproducir las plantas, sin embargo, estos procedimientos presentan algunas limitantes,
como por ejemplo la poca disponibilidad del material vegetativo, y problemas

fitosanitarios que se pueden llegar a tener con esta técnica (Orozco et al., 2011).

Finalmente se encuentra la propagacion asexual a nivel micro, realizada a través del
cultivo de tejido vegetal in vitro, técnica que asegura una buena calidad genética y
fitosanitaria en la planta, ademas de que se puede obtener una gran cantidad de plantas,
las cuales se obtienen a partir de yemas vegetativas 0 meristemos, sin embargo, las
plantas producidas bajo estas condiciones presentan algunas caracteristicas de anatomia,
morfologia y fisiologia anormales, comparadas con las producidas en campo, por lo que
es necesario llevarlas a un proceso de aclimatacion, previo a someterlas a condiciones
de invernadero o de campo, y de esta manera la planta corrige estas anormalidades, y se

adapta a las condiciones ex vitro (Orozco et al., 2011).

1.2 Fundamentos del cultivo de tejido in vitro

El cultivo de tejido in vitro fue planteado como una forma de cultivar plantas, en la que
se utilizan frascos, que por lo general son de vidrio, y en los que se mantiene a las plantas
bajo condiciones controladas, las cuales influyen en su crecimiento y asepsia, con lo que
se logra reproducir un ambiente artificial en el que las plantas pueden desarrollarse
favorablemente desde un laboratorio, para finalmente obtener cultivos libres de
enfermedades (Cedrés et al., 2015).

Cedrés et al. (2015), mencionan que el cultivo de tejido in vitro estaba basado
principalmente en la teoria de la totipotencialidad de las células, la cual describe que, a
partir de una célula vegetal se puede obtener una planta completa, sin embargo, esta
célula inicial debe someterse a un proceso de desdiferenciacion, es decir que esta pierda
caracteristicas de especializacién, y posteriormente inducir a las células nuevamente a
diferenciarse, en distintos caracteres morfogenéticos como callos, brotes, o raiz. Para
promover y controlar estos procesos es indispensable el uso de reguladores de

crecimiento, los cuales estimulan la elongacion y division celular (Cedrés et al., 2015).
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1.3 Importancia del cultivo de tejido in vitro y sus limitaciones

En estos ultimos afios se argumentd que el cultivo de tejido in vitro ha ganado gran
importancia tanto para la investigacion, como para la biotecnologia aplicada,
destacandose en el estudio, propagacion y conservacion de diferentes especies vegetales
(Cedrés et al., 2015).

Esta técnica de cultivo de tejido in vitro presenta ciertas ventajas con respecto a los
procesos convencionales, entre las que se encuentra, una mayor sanidad vegetal,
posibilidad de reproduccién rapida y homogénea de las variedades, incluso cuando son
pocos los individuos iniciales, uso de un espacio reducido para una produccion masiva.
Aunque también presenta ciertas desventajas, que inician con la poca variabilidad
genética de las plantas, lo cual se traduce a una reducida adaptabilidad de estas, asi
mismo el cultivo de tejido in vitro, requiere de mano de obra especializada, lo cual
encarece el proceso, ademas presentan poca automatizacién de la técnica y un alto costo

en los reactivos utilizados (Aguirre et al., 2016).

1.4  Tipos de regeneracién de plantas en cultivo de tejido in vitro

La regeneracion es la capacidad que tienen los organismos vivos, de restaurar un tejido,
u 6rgano, tras la pérdida o dafio de este, en el caso de las plantas, estas pueden a partir
de células diferenciadas, dar lugar a una nueva planta, bajo condiciones in vitro, en
donde se tiene un control ambiental especifico. Las células responden a esas sefiales y
pueden comenzar un proceso de desdiferenciacién, en el cual la célula madura pierde
algunas caracteristicas, para regresar a un estado mas primitivo y aprovechar la
capacidad de dividirse, para posteriormente ser llevada por una nueva via de desarrollo
(Gamarra, 2014; Rueda, 2019).

Gracias a la regeneracion de plantas, en cultivo in vitro o ex vitro, es que se puede
realizar la propagacion de estas, ya sea de manera clonal o vegetativa, asi como también
su conservacion, sin embargo, hoy en dia la regeneracion de plantas también contribuye
al desarrollo de programas para el mejoramiento genético, ya que se pueden obtener

plantas completas y genéticamente uniformes (Gamarra, 2014).

La técnica de cultivo de tejido in vitro puede ser realizada dependiendo de la tecnologia
y medios de cultivo disponibles, mediante la multiplicacion de brotes a partir de yemas

axilares o apicales, asi como también a través de brotes que no se desarrollan de manera
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normal en las plantas, sino que son provocados por una poda o por el estrés de la planta,
mejor conocidos como adventicios, y finalmente por embriones somaticos adventicios
(Contreras, 2016).

Los tipos de cultivo de tejido dependen directamente del tipo de regeneracidn que ocurre
en la planta, la cual se sabe, es llevada a cabo gracias a la capacidad que presenta
cualquier célula vegetal de formar plantas completas, esto lo hacen por medio de

organogenesis o embriogenesis somatica (Rueda, 2019).

1.4.1 Organogénesis

Es un proceso en el que ocurre la diferenciacion de meristemos, a partir de células o
tejidos cultivados, de acuerdo con Gisbert (2010), puede clasificarse en directa e
indirecta, esta ultima tiene lugar, cuando ocurre la formacién de brotes tras una
formacion intermedia de callo, mientras que, en la directa no hay una fase intermedia,

ya que ocurre la propagacion a partir del explante (Martin et al., 2015).

La organogénesis indirecta presenta la formacion de callo, gracias a que se tienen
distintos niveles de auxinas y citoquininas en el medio, mismas que tratan de llegar a un
equilibrio con las fitohormonas enddgenas, para de esta manera propiciar la formacion
de 6rganos, sin embargo este tipo de regeneracion, no asegura la fidelidad del genotipo,
por lo que, esta técnica es mas aplicable a sistemas con variantes somaclonales, debido
a la variabilidad genética que existe, ya sea por cambios heredables en el ADN, o

mutaciones con el fin de obtener mejoras en los caracteres de la planta (Gamarra, 2014).

En el caso de la organogénesis directa, como se mencion6 anteriormente no se presenta
una formacion de callo intermedia, sino que esta comdnmente, forma brotes axilares a
partir de meristemos provenientes de los nudos de la planta, sin que haya grandes
modificaciones en su organizacion genética, por lo que, esta via de regeneracion es muy
utilizada para mejorar los rangos de multiplicacion, y es aplicable a técnicas de
micropropagacion in vitro, donde ademas de un gran volumen de plantas, se busca la

produccion de explantes sin variabilidad genética (Gamarra, 2014).

Para inducir un proceso de organogénesis en los distintos tipos de explantes,
normalmente se realiza una combinacion de reguladores de crecimiento, como lo son
las auxinas y las citoquininas, las cuales deben encontrarse en concentraciones

adecuadas, que habitualmente se determinan empiricamente (Gisbert, 2010).
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1.4.2 Embriogénesis somatica

En este tipo de regeneracion, se producen embriones a partir de células somaéticas, los
cuales presentan las mismas fases de desarrollo que un embrion cig6tico, pero sin ser el
resultado de la fecundacion de gametos, este proceso morfogenético tiene lugar
mediante dos vias, la directa y la indirecta, las cuales se diferencian por las fases que
presentan, por ejemplo, en el caso de la indirecta ocurre una fase intermedia, conocida
como formacién de callo, de la cual posteriormente puede ocurrir embriogénesis
somatica, a diferencia de la directa, en la cual no hay fases intermedias, Unicamente se

produce la embriogénesis a partir del tejido utilizado (Gisbert, 2010).

Este método de regeneracion es considerado teéricamente como el mas eficiente, en
cuanto a produccién, debido a su capacidad de formar raices o brotes, sin embargo, es
una técnica un tanto limitada, debido al desconocimiento que existe todavia de algunos
parametros que regulan el proceso, asi como también son pocas las especies en las que

se ha comprobado su eficiencia (Freire, 2003).
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Figura 2. Tipos de regeneracién de plantas en cultivo de tejido in vitro, modificado de Contreras,
(2016).

1.5  Etapas del cultivo in vitro

Para lograr la micropropagacion de cualquier cultivo es necesario llevar a cabo cinco
etapas, las cuales son muy importantes para asegurar la eficiencia del sistema de

micropropagacién por cultivo in vitro (Contreras, 2016).

1.5.1 Seleccidn de la planta madre y recoleccion de los explantes

Esta etapa denominada como “cero”, es de vital importancia, ya que a partir de esta, se
obtienen las plantas con las que se inicia el proceso, las cuales deben tener como
requisito las caracteristicas propias de la especie o de la variedad con la que se va a
trabajar, ademas las plantas a elegir, se deben encontrar libres de enfermedades, en
ocasiones se realizan pruebas para detectar si la planta presenta alguna enfermedad
sistémica, y en caso de que si, se elige una planta que no la presente, o se aplican
tratamientos  fungicidas y bactericidas, para eliminar o reducir la causa de la
enfermedad, esto a su vez reduce la probabilidad de contaminacion en el sistema in vitro
(Contreras, 2016).
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Es importante tomar en cuenta la edad de la planta madre, asi como también la etapa
fenoldgica en la que se encuentra, sobre todo esta ultima, ya que tiene gran influencia
en el comportamiento posterior de los cultivos, por lo que lo ideal es realizar la
recoleccion de los explantes durante la fase activa de crecimiento de las plantas, y sobre
todo en los brotes mas jOvenes, debido a que presentan una mayor capacidad

regenerativa o totipotente (Villarroel y Cadima, 2016).

Es importante la época del afio en la recoleccion de los explantes, debido a las pruebas
que se han hecho en diferentes estaciones del afio a los cultivos, ya que se ha observado
que, en primavera las plantas presentan una mayor actividad en el desarrollo de 6rganos,
a consecuencia de una presencia mas alta de fitohormonas, como auxinas, giberelinas y
citocininas, que posteriormente en el otofio comienzan a ir en declive (Villarroel y
Cadima, 2016).

1.5.2 Fase de establecimiento en cultivo de tejido in vitro

La finalidad de esa fase es la obtencion de un cultivo aséptico, es decir libre de
contaminantes visibles, asi como también una planta totalmente adaptada a condiciones
in vitro, de modo que esta pueda reaccionar favorablemente a la administracién de
biorreguladores en la etapa de multiplicacion (Villarroel y Cadima, 2016). Es importante
también, tomar en cuenta el tamafio del explante debido a que, a mayor tamafio, este
presenta un equilibrio interno méas determinante, por lo que el medio de cultivo tendra
solo una influencia limitada, mientras que cuando es mas pequefio, el medio de cultivo

puede orientarlo de mejor manera (Villarroel y Cadima, 2016).

La asepsia de los explantes se logra por medio de la desinfeccién de estos, pero sin
provocarle dafios severos o la muerte al material vegetativo, por lo que generalmente se
utilizan productos derivados del cloro, como el hipoclorito de sodio o el de calcio,
ademas se suelen agregar algunas gotas de detergente, que ayuden a retirar las ceras
encontradas en la cuticula de las plantas, para que de esta manera el explante pueda tener
un mayor contacto con el agente desinfectante, uno de los detergentes mas comunes es
Tween 20 a una concentracion de 0.01 a 0.05% (v/v), sin embargo, pueden utilizarse de

igual manera los de cocina (Villarroel y Cadima, 2016).

Otro elemento muy utilizado en la desinfeccion de explantes es el etanol, en

concentraciones que van del 70% al 80%, esto debido a que en concentraciones mayores
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pierde efectividad y podria llegar a deshidratar los tejidos del explante, también es
necesaria la aplicacion de lavados con agua destilada estéril para eliminar los residuos
de los desinfectantes, todo esto realizado bajo campana de flujo laminar (Villarroel y
Cadima, 2016).

El aislamiento de los explantes es otro proceso que hace parte del establecimiento, el
cual consiste en pasar a medio de cultivo los explantes ya desinfectados, este proceso
debe llevarse a cabo de manera rapida, ya que debe evitarse a toda costa la
deshidratacion de los tejidos del explante, asi como una contaminacion por una mala
manipulacion, ya que practicamente de esto dependera la supervivencia y desarrollo de
los explantes (Villarroel y Cadima, 2016). Para llevar a cabo el aislamiento, es necesario
el uso de medios de cultivo, los cuales presentan un balance de sales y vitaminas
adecuado, ademas pueden incluir en su formulacion, bajas cantidades de reguladores de
crecimiento para promover la elongacion celular, aunque se debe tener estricto cuidado
con la adicion de estos durante el establecimiento, ya que pueden propiciar repuestas
indeseables en la planta, como la formacion de callo o una intoxicacion de los tejidos
(Ugarte et al., 2016).

Durante el establecimiento, la planta trata de adaptarse a las condiciones in vitro, por lo
que se regulan algunos factores como luz y temperatura, estos factores pueden variar
mucho, sin embargo al iniciarse la incubacion, es mas factible en el caso de la luz,
utilizar oscuridad total o reducida, con la finalidad de minimizar la oxidacion fendlica,
posterior a este periodo inicial, destacd que se puede utilizar una intensidad de 2.000-
2.500 lux, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, mientras que en el caso de la
temperatura, resulta eficiente un rango de 20- 27 °C para la mayoria de las especies
(Villarroel y Cadima, 2016).

1.5.3 Fase de multiplicacion en cultivo de tejido in vitro

La funcion de esta fase es la de obtener la mayor cantidad de brotes posibles, y en
general la eficiencia de un protocolo de micropropagacion depende de esta etapa,
argumento Contreras (2016), esta fase comienza con la obtencion de un cultivo de partes
aéreas 0 yemas libres de contaminacién, lo suficientemente establecidas como para
asimilar de mejor manera los biorreguladores de crecimiento, en esta etapa no solo es

necesario tener altas tasas de multiplicacion, si no también guardar ciertos aspectos de
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calidad como lo es la homogeneidad, es decir que exista la minima variacion de un

explante a otro (Villarroel y Cadima, 2016).

Dentro de la fase de multiplicacion, hay aspectos controlables que pueden ayudar a
optimizar la propagacion de explantes nuevos a partir de uno inicial, y estos son: la
composicion del medio de cultivo, las condiciones durante su incubacion y la
manipulacion del material durante los subcultivos (Villarroel y Cadima, 2016). En el
caso de la composicion del medio, se suele utilizar el mismo medio de cultivo que se
usa en el establecimiento, el mas comun es el Murashige y Skoog (1962), el cual
presenta una formulacién a base de macronutrientes y micronutrientes, misma que
puede ser adicionada con vitaminas, inositol, sacarosa como fuente de carbohidratos,
entre otros compuestos organicos, y basicamente las variaciones en la composicion de
los medios dependera estrictamente del tipo de cultivo con el que se esté trabajando
(Ugarte et al., 2016).

En el caso de la sacarosa se suelen utilizar valores entre el 2-4 % (p/v), debido a que por
debajo de esta concentracidn los explantes pueden presentar un amarillamiento de los
tejidos ocasionados por la falta de clorofila, mientras que por encima de los valores
pueden ocurrir problemas relacionados al potencial osmético, el cual puede llevar a un

deterioro de los explantes (Ugarte et al., 2016).

La manipulacion de vitaminas y micronutrientes no es de gran relevancia en la fase de
multiplicacién, mientras que los biorreguladores de crecimiento, son indispensables
durante esta etapa, ya que estos permiten terminar con la dominancia apical, la cual da
lugar a la promocion de yemas axilares, cominmente se utiliza un balance de auxinas y
citocininas, que de preferencia deben encontrarse en menor proporcion las auxinas, las
cuales ayudan a eliminar el efecto inhibitorio a la elongacion celular provocado por la
citocinina, ya que de ser muy alto, pudiera favorecer demasiado el enraizamiento y la

formacion de callo (Ugarte et al., 2016).

En cuanto a las condiciones de incubacion en los explantes durante esta fase de
multiplicacion, permanecen iguales a la fase de establecimiento, con un fotoperiodo de
16 horas luz, 8 horas oscuridad, bajo una intensidad de 2.000-2.500 lux, y a una

temperatura que oscila entre los 20 y los 26 °C (Villarroel y Cadima, 2016).
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Otro de los aspectos que influye bastante en la etapa de multiplicacion, es la
manipulacion de los explantes durante el proceso de repicaje, por lo que se deben
considerar algunos factores, como el tamafio de explante, o la frecuencia con la que se
realizan los subcultivos, ya que la planta pasa por tres fases durante este proceso,
inicialmente la planta sufre una etapa de estrés por el cambio de medio, el corte y la
exposicion al flujo laminar de la campana, por lo que necesita recuperarse, y mientras
lo hace no presenta multiplicacién y crecimiento, después en una segunda etapa, la
planta ya adaptada al medio, presenta un crecimiento y multiplicacion exponencial, para
finalmente en una tercera fase, manifestar senescencia por el agotamiento de los
nutrientes, la falta de agua en el medio cultivo y la acumulacion de gases como el etileno
(Villarroel y Cadima, 2016).

La duracion de los tres periodos posteriores al repicaje mencionados en el péarrafo
anterior, varia mucho de una especie a otra, normalmente las tres fases duran
aproximadamente cuatro semanas, sin embargo, las especies lefiosas pueden durar hasta
seis 0 mas semanas, debido a que estas tardan mas tiempo en recuperarse del repicaje
(Villarroel y Cadima, 2016). El tipo de explante también es un factor que influye en la
multiplicacién, ya que algunas secciones de este presentan mayor capacidad de
multiplicacién, un ejemplo de esto son los apices, los cuales presentan una mayor
facultad de propagacion en comparacion con las yemas laterales o secciones nodales
(Villarroel y Cadima, 2016).

1.5.4 Fase de enraizamiento en cultivo de tejido in vitro

Es una etapa en la que se busca la elongacién y la formacion de raices, para favorecer
su adaptacion al medio externo, esta formacién puede ser muy variable de una especie
a otra, algunas necesitan la adicion de biorreguladores, para inducir la generacion de
raices y otras lo hacen solo con el medio de cultivo o tras agregar carbon activado
(Contreras, 2016). Generalmente el procesos de inducir la promocién de raices en
plantas, se lleva cabo mediante la adicidn de auxinas al medio, ya que estas favorecen
el crecimiento y elongacidn de las mismas, sin embargo también influye la calidad del
material vegetativo con el que se inicia esta fase, el cual de preferencia debe ser juvenil,
asi como el tipo de explante que se tiene, ya que aquellos provenientes de plantas
herbaceas son més faciles de inducir al enraizamiento en comparacién a los de plantas

lefiosas (Villarroel y Cadima, 2016).
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En ocasiones el proceso de enraizamiento, puede verse dificultado tras la presencia de
citocininas residuales en los tejidos, aun cuando es inducido por auxinas exogenas, las
cuales suelen ser muy variables durante esta fase, debido a que se puede utilizar un solo
tipo, o la combinacion de algunas, y de igual manera la concentracion de estas, suele
cambiar de una especie a otra, usandose mas comunmente el acido-indol-3-butirico, el
acido 1-naftalenacético y el acido-indol-3-acético (Villarroel y Cadima, 2016).También
se utiliza el carbon activado para la induccion de raices, ya que este propicia o simula la
oscuridad a la que las raices estan acostumbradas en un medio externo, condicién por la
que se desarrollan de mejor manera, ademas que a nivel quimico ayuda a retirar algunos
compuestos inhibitorios del enraizamiento, sin embargo, provoca que exista menor
disponibilidad de auxina libre en el medio, por lo que es necesario adicionar més de lo
normal (Villarroel y Cadima, 2016).

En cuanto a las condiciones bajo las que se debe mantener la planta en incubacion, son
las mismas que se han tenido a lo largo de las etapas anteriores, las cuales consisten en
una temperatura que oscila entre los 20 y 27 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8
de oscuridad, mientras que la intensidad de la luz se mantiene de 2.000-2.500 lux
(Villarroel y Cadima, 2016).

El enraizamiento también puede llevarse a cabo in vivo, como una estrategia para la
reduccidon de costos, en la cual las plantas provenientes de la fase de multiplicacién con
un desarrollo previo de micro esquejes, son llevados directamente a sustrato estéril, tras
la aplicacion de enraizadores comerciales o una solucion de auxinas en la base, para
promover el desarrollo de la raiz, ademéas de mantenerse bajo una humedad relativa alta;
esta técnica presenta un mayor nivel de mortalidad en las plantas que la técnica in vitro,
sin embargo, se ahorra una etapa completa del cultivo de tejido, y presenta algunas
ventajas sobre las raices generadas via in vitro y sus complicaciones, ya que estas no
poseen pelos radiculares, ademéas durante el trasplante puede dafiarse la raiz por la
manipulacion, sobre todo al querer eliminar los residuos de medio de cultivo (Contreras,
2016).

1.5.5 Fase de Aclimatacién del cultivo de tejido in vitro a condiciones ex
vitro

Esta etapa se caracteriza por la transferencia de plantas completas de un ambiente in

vitro, a un ambiente externo de invernadero, la cual es esencial para poder obtener
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nuevas plantulas de la especie de interés, por lo que este proceso debe ser llevado a cabo
bajo precaucion, sobre todo tratar de minimizar el estrés que la planta pueda sufrir por
el trasplante, y de esta manera aumentar el nivel de supervivencia, los factores que
influencian esta sobrevivencia son, la temperatura, la humedad relativa del aire, la luz

y las condiciones en las que se encuentra el sustrato (Lencina et al., 2017).

El proceso de aclimatacion puede ser bastante critico y en ocasiones una limitante para
llevar a cabo con éxito la micropropagacion in vitro, ya que la planta en condiciones in
vitro no tiene una tasa de respiracion alta, debido a la baja intensidad de luz y una
elevada humedad relativa, de ahi pasa a un ambiente que le demanda una tasa de
respiracion mayor, por lo que la planta es mas vulnerable al estrés hidrico, ademas las
plantas bajo condiciones in vitro no realizan fotosintesis, mientras que en un ambiente
externo si, por lo que pasan de ser organismos heterétrofos, dependientes de los
nutrientes que hay en el medio, en especial de los carbohidratos, de los cuales obtienen
energia, a ser organismos autétrofos, capaces de producir su propio alimento (Villarroel
y Cadima, 2016).

Por otro lado, las plantas ex vitro también son susceptibles al ataque de diversos
microrganismos, ya que pasan de un ambiente totalmente aséptico, a uno donde se
encuentran expuestas a todo tipo de patégenos, los cuales pueden proliferar méas
convenientemente por la alta humedad relativa del aire, misma que debe mantenerse

para evitar la deshidratacion de las plantas ex vitro (Villarroel y Cadima, 2016).

Debido a los diversos inconvenientes que puede presentar esta etapa de aclimatacion, se
han desarrollado técnicas especificas para la aclimatacion de diferentes especies, ya que
para cada una es un proceso especifico, de esto y de la calidad con que venga la planta
de la etapa anterior, depende la supervivencia de las mismas, mientras que los pasos
basicos son: trasladar las plantas in vitro, que presentan un buen enraizamiento hacia el
invernadero, una vez aqui, se sacan de los frascos para lavar con agua los residuos de
gelificante de sus raices, ya que estos carbohidratos son muy propensos al ataque por
hongos, después se realiza una aplicacion de fungicida a una muy baja concentracién
para desinfectarlas y poder ser trasplantadas a bandejas o camas de aclimatacion con
sustrato estéril, se cubre con un plastico, para mantener la humedad relativa y se
mantienen asi por un periodo de cuatro a seis semanas dependiendo de la especie
(Villarroel y Cadima, 2016).
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1.6 Medio de cultivo

El medio de cultivo es uno de los factores importantes, o con mayor influencia en el
éxito de un cultivo de tejido in vitro, ya que por medio de este, se suministran los
nutrientes que favorecen el crecimiento y desarrollo de los explantes, los cuales deben
ser muy similares a los que se encuentran normalmente en el suelo, la composicion del
medio de cultivo estd hecha a partir de algunos componentes generales y otros méas
especificos, mismos que dependen estrictamente de la especie, y la etapa de

micropropagacion in vitro en la que se encuentren (Ugarte et al., 2016; Contreras, 2016).

1.6.1 Composicidn del medio de cultivo

El medio de cultivo, es parte fundamental de la técnica de cultivo de tejido in vitro, y
este funciona como sustrato, el cual aporta la energia necesaria, para un buen desarrollo
del material vegetativo, ademés es la combinacion de distintos componentes, los cuales
van a variar proporcionalmente, segun la variedad, el tipo de explante y el proceso

morfogenético que se desea seguir (Suarez, 2020).

La composicion de los medios de cultivo esta basada l6gicamente, en agua, y esta puede
llegar a representar hasta un 95% de cualquier medio de cultivo, ademas se compone de
sales minerales, compuestos organicos, e incluso pueden utilizarse complejos naturales
para enriquecerlo, ademas se logra dar soporte si asi se requiere, con el uso de agentes
gelificantes (Suarez, 2020; Hurtado y Merino, 1987).

1.6.1.1 Agua en la composicién del medio de cultivo

El agua es el principal elemento que compone al medio de cultivo, debido de que esta
funciona como solvente del resto de compuestos utilizados, es por eso que su calidad
debe ser Optima, para no impactar de manera desfavorable al medio de cultivo,
generalmente, se busca un agua de mayor pureza, comparada con el agua corriente, por
lo que se suele optar por el agua destilada, desionizada o tratada bajo ésmosis inversa
(Suarez, 2020).

1.6.1.2 Sales minerales en la composicion del medio de cultivo

Las sales minerales que se afiaden al medio de cultivo, estan constituidas por
aproximadamente diecisiete elementos, que son los mas comunes, de los cuales algunos

son macronutrientes, y otros micronutrientes, en el caso de los macronutrientes, son
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elementos gque se agregan en mayor cantidad en comparacion con los micronutrientes,
sin embargo, ambos grupos son esenciales para el desarrollo 6ptimo de la planta, los
elementos utilizados son los siguientes carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio, magnesio, azufre, boro, cloro, cobre, fierro, manganeso, molibdeno, zinc
y niquel, con los cuales se han generado distintas formulaciones a lo largo de los afios
(Cuadro Il A, 11 B, 11 C, y Il D ANEXO 1), actualmente se tienen medios especificos,
formulados a partir de la morfogénesis que se desea inducir, asi como también de las

caracteristicas propias de la planta (Prieto et al., 2005).

En el caso de los macronutrientes (carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio, magnesio y azufre) estos juegan un papel muy importante en el
crecimiento de las plantas, debido a que conservan el equilibrio idnico de estas, mientras
que los micronutrientes (boro, cloro, cobre, fierro, manganeso, molibdeno, zinc y
niquel) actdan principalmente en el control enzimatico, ya sea como activadores o
simplemente como constituyentes de las enzimas, las cuales ayudan a llevar a cabo los

procesos bioldgicos en plantas (Ugarte et al., 2016).

El medio basal Murashige y Skoog (1962), se ha demostrado que puede ser adecuado
para una gran cantidad de especies y variedades, asi como también para distintos
segmentos de la planta sefial6 Hurtado y Merino (1987), inclusive a partir de la formula
original de este medio (véase Anexo 1), se han realizado varias modificaciones, segun

los requerimientos del cultivo (Ugarte et al., 2016).

1.6.1.3 Compuestos Orgéanicos en el medio de cultivo

Los compuestos organicos, son aquellos formados principalmente por carbono, sefial6
Suérez (2020), y en el caso de los medios de cultivo, los compuestos organicos
mayormente utilizados son los carbohidratos, las vitaminas y los biorreguladores de
crecimiento, aunque en ocasiones se ha reportado el uso de aminoacidos, &cidos

nucleicos (purinas y pirimidinas), e incluso acidos organicos (Hurtado y Merino, 1987).
e Carbohidratos

Estos son utilizados como fuente de energia, ya que aunque las plantas son autdtrofas,
bajo un esquema de cultivo de tejido in vitro, presentan tasas fotosintéticas muy bajas,
y es necesario adicionar una fuente de carbono, que generalmente es sacarosa, debido a

que es bastante soluble en agua, y esta puede transportarse via floema al resto de

35



organos, la sacarosa puede afiadirse en concentraciones que van de 2 al 5%, esto

dependera del tipo de cultivo y explante (Prieto et al., 2005; Valdivia, 2009)
e Vitaminas

Estas son utilizadas para catalizar reacciones en diversos procesos metabolicos, es por
eso que se consideran como estimulantes del crecimiento, incluso si alguna falta, esto
podria ser un factor limitante en el proceso de organogénesis (Ugarte et al., 2016).
Dentro de Murashige y Skoog (1962) las vitaminas mas esenciales son la tiamina y la
piridoxina (Valdivia, 2009).

1.6.1.4 Complejos naturales

Estos compuestos se utilizan para enriquecer los medios de cultivo, como una altima
alternativa tras no conseguir el éxito deseado, en el cultivo de células u organos, y
aungue son poco utilizados, existen varias preparaciones de distinta composicion que se
han empleado, algunos ejemplos son la pulpa de platano (150 g L), endospermo de
coco (10 a 20%), extracto de malta (500 mg L1), jugo de naranja (3 a 30%), hidrolizado
proteico (caseina, lactoalbumina, peptona y triptona) a una concentracion de 30 a 3000
mg L, jugo de tomate (30%), y extracto de levadura (50 a 5000 mg L1), por mencionar
algunos, los cuales permiten estimular el crecimiento de los cultivos (Hurtado y Merino,
1987).

1.6.1.5 Agentes gelificantes

Los agentes gelificantes, son materiales que dan soporte al medio de cultivo, ya que
forman una matriz de apariencia semisoélida, la cual permite realizar la siembra de los
explantes (Valdivia, 2009). El agar es el medio de soporte mas utilizado en el cultivo de
tejido in vitro, ya que provee un gel himedo excelente, que permite la absorcion de
nutrientes por parte de la planta, el cual se obtiene tras agregar agar en concentraciones
que van desde un 0.6 hasta un 1%, dependiendo que tan solido se necesite para cada
cultivo, sin embargo, no es el Unico gelificante, también puede emplearse el phytagel,

la carragenina que suele ser mas econdmica, la agarosa entre otros (Ugarte et al., 2016).

1.6.2 Tipos de medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden clasificarse en semisolidos y liquidos, en el caso de los

medios semisolidos, logicamente presentan un material de soporte para dar esa
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consistencia, mientras que en los medios liquidos no se utiliza ninguno de estos

componentes (Ugarte et al., 2016).

1.6.2.1 Medio semisélido

En este tipo de medios el explante se mantiene fijo, gracias al material de soporte, y se
conserva en contacto con el medio solo traves de la base, que es por donde realiza la
absorcion de nutrientes, los medios semisolidos son ampliamente utilizados en la
micropropagacion por cultivo de tejido, sin embargo, estos presentan algunas
desventajas, como una baja tasa de multiplicacion, provocada por una superficie de
contacto con el medio pequefia, otro de los inconvenientes al utilizar este medio, es su
renovacion cada cierto tiempo, ocasionada por el agotamiento de los nutrientes, tras la

absorcion de estos por las plantas (FIA, 2009).

1.6.2.2 Medio liquido

El medio liquido, presenta una mayor tasa de crecimiento comparada con los medios
semisolidos, esto debido a que existe una mayor superficie de contacto del explante con
el medio, lo cual facilita la absorcion de nutrientes, sin embargo, una exposicion
prolongada de los explantes con el medio, puede originar estrés en el material
vegetativo, como lo es, la oxidacion y en ocasiones la vitrificacién o hiperhidricidad
(FIA, 2009).

1.7  Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento son compuestos organicos, capaces de simular la
funcién de las fitohormonas, las cuales son producidas de manera espontanea y en
cantidades pequefias por las plantas, estas presentan la funcion de inducir o regular
algunos procesos, como lo es la division y elongacion celular, por medio de sefiales que
permiten la comunicacion entre células, por otro lado, los reguladores de crecimiento,
también conocidos como biorreguladores, son elaborados de manera sintética en el

laboratorio o producidos por otros organismos (Alcantara et al., 2019).

1.7.1 Tipos de reguladores de crecimiento

Hay diferentes tipos de reguladores de crecimiento y estos pueden organizarse en base
a como operan en el interior de la planta; dentro de esta clasificacion se encuentran los

promotores, que se caracterizan por inducir procesos de crecimiento y diferenciacion
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celular (Alcantara et al., 2019; Cossio y Marassi, 2013). Basado en el mecanismo de
accion que tienen los reguladores de crecimiento en las plantas, se tiene también a los
de caracter inhibidor, los cuales son capaces de impedir el desarrollo de algunos tejidos
o incluso detener la produccidn de ciertas hormonas vegetales, y finalmente se presentan
los retardantes, los cuales impiden la senescencia natural de los tejidos y estructuras, por

lo que incrementan el tiempo de vida de la planta (Cossio y Marassi, 2013).

Dentro de los promotores de crecimiento comunmente se encuentran compuestos como
las auxinas, las citocininas, giberelinas, poliaminas y el etileno por mencionar algunos,
y en el caso de los inhibidores de crecimiento se consideran, el acido abscisicoy el
etileno, el cual en ocasiones también tiene este efecto, con lo que se puede inferir que
los reguladores de crecimiento no inducen solo un proceso especifico, sino que pueden
tener distintos efectos, por otro lado los retardantes cuentan con el &cido salicilico, el

cual es utilizado para incrementar el tiempo de vida floral (Alcéantara et al., 2019).
Reguladores de crecimiento mas utilizados en el cultivo de tejido in vitro:

1.7.1.1 Auxinas

Las auxinas son reguladores de crecimiento, que intervienen en diversos aspectos del
desarrollo en las plantas, ademas fueron de las primeras hormonas en describirse, su

nombre viene del griego "auxein™ que significa crecer (Suarez, 2020; Valdivia, 2009).

Entre los efectos generados en plantas por auxinas, se encuentran los de crecimiento,
como la elongacion celular de tallos, la extensibilidad de la pared celular, y la
diferenciacion del sistema vascular, por otro lado, también estimula la dominancia
apical, el fototropismo y gravitropismo positivo de las raices (Suarez, 2020; Ugarte et
al., 2016). Las principales auxinas son el acido indol-3-acetico (IAA), el cual es
producido de manera natural y después se encuentran los sintéticos como el acido indole
butirico Ugarte et al., 2016).

1.7.1.2 Citoquininas

Es un grupo pequefio de reguladores derivado de las adeninas, que deben su nombre a
la funcidn que realizan, la citoquinesis, los primeros trabajos realizados con citoquininas
los hizo Folk Skoog en la universidad de Wisconsin, al tratar de encontrar un compuesto

que estimulara la proliferacién celular (Prieto et al., 2005; Ugarte et al., 2016).
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Las citoquininas tienen la capacidad de estimular la sintesis de proteinas, son
participantes del control del ciclo celular, por lo que éstas pueden estimular y regular la
division celular, ademas ayudan al crecimiento de yemas laterales, tras la inhibicion de
la dominancia apical, y producen cambios en la morfologia de la planta segun el tipo de

crecimiento (Contreras, 2016; Ugarte et al., 2016).

Los protocolos de micropropagacién toman como un componente fundamental a las
citoquininas, sin embargo, deben ser utilizadas en pequefias cantidades, ya que el efecto
de hiperhidricidad se ha llegado a asociar con ellas, en el cual produce un aspecto
vitrificado, provocado por un desorden a nivel fisiologico en plantas in vitro, el cual se
caracteriza por una anormalidad estomatica, hojas rigidas y una deficiente formacion de
cuticulas (Prieto et al., 2005).

Frecuentemente se utilizan la zeatina N6 (N6-4 Hidroxi, 3-metil, 2-buteril) y algunas no
purinicas como el CPPU N-(2-cloro-4-piridil) o el Thidiazuron, (TDZ), los cuales
pertenecen a las hormonas naturales mientras que, por parte en los reguladores de
crecimiento sintéticos se encuentra, la kinetina (KIN), N6 Benzylaminopurina (BAP),
N6benciladenina (BA), N6 dimetil alil aminopurina (2ip), entre otras (Suarez, 2020;
Ugarte et al., 2016).

1.7.1.3 Giberelinas

Las giberelinas son un grupo de reguladores de crecimiento, formadas por diterpenos,
los cuales presentan tres anillos aromaticos, mientras que su base estructural es el
isopreno, y uno de sus precursores es el acido mevalonico, las giberelinas son de muchas
formas, por lo que se dice que es un grupo heterogéneo, sin embargo, todas son &cidos
(Hurtado y Merino, 1987; Prieto et al., 2005; Ugarte et al., 2016).

Se observa el efecto de las giberelinas a principios del siglo XX en los arrozales de
Japdn, tras observar que las plantas contaminadas con el hongo Gibberella fujikuroi,
crecian mas que las que no lo tenian, por su parte estas, estimulan la elongacién de tallos
y formacion de entrenudos, ademas inducen a la germinacion en semillas, tras hacer

posible la movilizacion de reservas en ellas (Prieto et al., 2005; Ugarte et al., 2016).

A pesar de existir aproximadamente 90 compuestos similares a la giberelina, la méas
comunmente utilizada es el &cido giberélico (GAs), el cual promueve la elongacion de

tallos micropropagados, sin embargo, cabe mencionar que se ha encontrado cierto efecto
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inhibitorio en la formacion de tallos nuevos y raices, por lo que no es recomendable para

la fase de multiplicacion de brotes, o la promocion de raices (Suarez, 2020).

1.7.2 Importancia de los reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento son ampliamente utilizados en la agricultura, asi como
también dentro de cultivo de tejido vegetal, ya que estos al regular e inducir distintos
procesos en plantas, pueden potenciar la formacion de brotes, raices y el alargamiento
de tallos, con lo que se logra aumentar significativamente los rendimientos y la calidad

de las plantas (Alcéantara et al., 2019).

Cabe mencionar que el uso de estos reguladores y la concentracion en la que se aplican,
dependen totalmente del efecto que se desea provocar en la planta, la especie que se
maneja, la variedad y etapa fenoldgica en la que se encuentra, asi como tener
conocimiento de su fisiologia, ya que de esta manera se pueden aplicar dosis adecuadas,

sin alterar demasiado el balance de hormonas naturales (Alcantara et al., 2019).
1.8  Sistema de inmersion temporal

Los sistemas de inmersion temporal son plataformas controladas semiautomaticamente,
con la finalidad de mantener el material vegetativo expuesto al medio de cultivo liquido,
por un corto lapso de tiempo, en condiciones de total asepsia, estos sistemas nacen en el
afio de 1997, en el CIRAD (Centre de Coopération Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développement) Francia, los cuales logran su cometido, gracias a
la aplicacion de un flujo de aire, que emana hacia el frasco que almacena el medio de
cultivo y de esta manera hacerlo subir hasta llegar al recipiente con los explantes para
proceder a la inmersion, la cual llega a su término una vez que el aire deja de fluir hacia
el frasco con medio de cultivo, debido a que el medio sin la presion del aire, regresa a

su frasco original por medio de gravedad (Rocano et al., 2017; Rosales et al., 2003).

Esta técnica basada en los sistemas de inmersion temporal, funciona como un
complemento a la micropropagacion in vitro convencional, ya que ha venido a
revolucionar la técnica gracias al manejo que presentan, tras lograr superar ciertos
obstaculos propios del método, al permitir mayores tasas de multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacion, con lo que se logran altos niveles de supervivencia en

invernadero o campo (FIA, 2009; Rosales et al., 2003).
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1.8.1 Fundamento de los sistemas de inmersion temporal

Los sistemas de inmersion temporal basan su funcionamiento en la exposicion de los
explantes al medio de cultivo liquido, por lapsos cortos y regulares de tiempo, mediante
el bombeo de aire a través de un filtro, esto permite que al término del paso de aire, los
explantes drenen por gravedad el medio de cultivo, al sitio de almacenamiento, para de
esta manera solo empapar los explantes y que estos logren absorber el medio por toda
la superficie de contacto, lo que se refleja en una mayor tasa de multiplicacion y un
mejor desarrollo de los explantes (FIA, 2009; Oviedo et al., 2015). Ademas, se sabe que
los sistemas de inmersion temporal permiten un intercambio gaseoso, lo cual modifica
la atmosfera interna de los biorreactores, propiciando un mayor y mejor, desarrollo de
los explantes, ademas de evita la desecacion del material vegetativo, tras dejar una ligera

capa de medio de cultivo, en la superficie de las plantas (Rosales et al., 2003).

1.8.2 Tipos de sistemas de inmersion temporal

Desde la invencion de los sistemas de inmersion temporal, se han propuesto varias
técnicas con diferentes tipos de biorreactores, para de esta manera buscar obtener
mejores resultados y realizar una micropropagacién del material vegetativo més
sencilla, por lo que hoy en dia se conoce una gran variedad de tipos de biorreactores,
cada uno con diferentes resultados, ventajas y desventajas, por lo que se enlistan algunos

de los mas comunes (Arredondo, 2019).

1.8.2.1 Sistemas de inmersién temporal BIT (Biorreactor de

Inmersion Temporal)

El sistema de inmersion temporal BIT, también conocido como el de “frascos gemelos”,
consiste precisamente en dos frascos iguales, uno que contiene el medio liquido y el otro
con el material vegetativo, los cuales se encuentran interconectados, mediante una
manguera de silicona, ademas de tener una conexion de manguera extra, por la cual se
suministra un flujo de aire a presion, lo que provoca que el medio de cultivo llegue al
frasco donde se encuentran las plantas, en el cual se estd propiciando una aireacion
continua, que agita los explantes durante la inmersion, una vez que finaliza el tiempo de
inmersion, tras detener la presion del aire, se crea una nueva presion proveniente del
frasco de las plantas (figura 3, inciso A), que provoca el regreso del medio a su frasco
original (Arredondo, 2019).
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El biorreactor de inmersion temporal (BIT) al igual que otros sistemas, presenta ventajas
y desventajas con respecto a su uso, en cuanto a las ventajas que se le atribuyen se
encuentra, que reduce los problemas de hiperhidricidad o vitrificacion, en comparacion
con el cultivo en medios liquido ya que permite regular los tiempos de inmersion, los
cuales suelen semiautomatizarse, bajo costo, comparado con otros sistemas en los que
las piezas son de importacion (Arredondo, 2019; Bello et al., 2017; Castillo et al.,2019;
Rocano et al., 2017).

Dentro las desventajas mas comunes que ocurren a este tipo de sistemas de inmersion
temporal, es la contaminacion, porque aungue el medio de cultivo puede ser cambiado,
sin provocar estrés y o perjudicar la asepsia, cualquier movimiento en falso puede
desencadenar en contaminacion, y al estar en frascos interconectados, se puede reducir
invariablemente el volumen de biomasa a causa de una contaminacion, cabe mencionar
que utilizar este sistema puede resultar algo complejo debido a que, para su
funcionamiento requiere de la sincronizacion de dos véalvulas de solenoides, para el
movimiento del medio de cultivo (Arredondo, 2019; Bello et al., 2017; Castillo et al.,
2019; Rocano et al., 2017).

Created in BioRender.com bio

Figura 3. Sistemas de inmersion temporal. A) sistema BIT, B) sistema RITA, C) sistema
BIG y D) sistema SETIS.
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1.8.2.2 Sistemas de inmersion temporal RITA (Recipiente de

Inmersion Temporal Automatizado)

Este tipo de sistema, es conocido por contar con un recipiente dividido en dos partes,
una superior y una inferior, donde cada una mantiene una funcién especifica, en el caso
del compartimento superior, este contiene al material vegetativo, mientras que la parte
inferior contiene el medio de cultivo, ademas cuentan con un sistema de aireacion, el
cual va conectado a filtros hidrofobicos, uno central y uno lateral (Figura 3, inciso B),
ambos con un tamario de poro de 0.2um, esto para impedir el paso de bacterias a través
de ellos (Arredondo, 2019). Una vez conectados los filtros a recipientes se hace pasar
un flujo de aire a presion, que provoque la transferencia de medio de cultivo desde el
compartimento inferior al superior, por un corto periodo de tiempo, en algunas
ocasiones estos se programan, para que las inmersiones estén ocurriendo durante

diferentes intervalos de tiempo, durante el dia (Arredondo, 2019).

Los sistemas de inmersion temporal RITA de acuerdo con Arredondo (2019), tienen la
ventaja de que al ser individuales los problemas de contaminacion y por consiguiente la
perdida de biomasa se reduce, sin embargo suele ser costoso debido a que las piezas que
se utilizan para armarlo, provienen del extranjero, lo que lo hace poco escalable, ademas
de que su capacidad es pequefia, otra desventaja que puede llegar a tener este sistema es
que la produce una mayor hiperhidricidad y oxidacion de los explantes, (Arredondo,
2019; Bello et al., 2017).

1.8.2.3 Sistemas de inmersion temporal BIG (Biorreactor de
Inmersién por Gravedad)

Este sistema consiste en dos frascos, los cuales se encuentran comunicados, a través de
una manguera de silicona, por la cual se hace pasar un flujo de aire previamente
esterilizado, con ayuda de filtros hidrofébicos, que cuentan con un tamafio de poro de
0.2um, este tipo de biorreactores presentan solo con una vélvula de solenoides, la cual
permite el flujo de aire proporcionado por el compresor, que ayudara a movilizar el
medio de cultivo, encontrado en uno de los frascos, hacia el recipiente donde se
mantiene a la planta, para llevar a cabo la inmersion, y una vez pasado el tiempo de
inmersion, se restringe el paso de aire, y el medio al ya no tener la presion de flujo de
aire, comienza a descender por gravedad (Figura 3, inciso C) hacia su recipiente original
(Avila, 2018; Arredondo, 2019).
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El biorreactor de inmersidn por gravedad, presenta grandes ventajas, con respecto a que
es de facil operacion, ya que solo cuenta con una valvula de solenoides y esta no debe
coordinarse con ninguna otra, ademas es de bajo costo ya que se ahorra la electricidad
del sistema neumatico y su capacidad es variable en cuanto al volumen de planta, lo que
lo hace muy versatil, sin embargo, tiene la desventaja de la contaminacion, ya que al
estar conectados un frasco con otro, si alguno de estos presentara contaminacion, es muy
facil de que se propague esta al resto de frascos, ya que todos se encuentran
interconectados (Arredondo, 2019; Bello et al., 2017) .

1.8.2.4 Sistemas de inmersion temporal SETIS

El modelo de sistema de inmersion temporal SETIS presenta al igual que otro tipo de
biorreactores dos recipientes, uno ensamblado al otro, los cuales cuentan con salidas en
la parte inferior de cada uno de ellos, y se encuentran interconectados a través de una
manguera de silicona, misma que permite el flujo de medio de cultivo entre los
contenedores provocado por una presion de aire (Figura 3, inciso D), el cual debe pasar
previamente a través de filtros que lo purifiquen para evitar contaminacion en el

biorreactor (Navarrete, 2019).

Este tipo de sistema de inmersion temporal tiene ciertas ventajas, una de ellas es que la
planta tiene una mayor exposicion a la luz, debido a la forma horizontal de los
contenedores, esto ayuda a que se tenga una mayor produccion de clorofila, ademas
presenta un volumen ideal para una propagacion masiva de explantes, por lo que permite
obtener plantas de buena calidad, sin embargo, su principal desventaja es que resulta ser

una tecnologia costosa (Mancilla, 2021).

1.9 Estudios previos

Colmenares y Jiménez en el 2003 realizaron una investigacion en Venezuela donde se
aplico un sistema de inmersién temporal para la multiplicacién in vitro de muséaceas.
Con la finalidad de minimizar costos en la fase de establecimiento se redujo el nimero
de dias para la iniciacién in vitro a solo 7, utilizaron un medio de cultivo liquido,
adicionado con un 15% de agua de coco Yy sin reguladores de crecimiento. Evaluaron
los indices de multiplicacion en banano cv. Williams y Platano Hartdn, y tiempos de
inmersion de 2 a 20 min cada 4 horas obteniendo resultados muy similares en la

multiplicacion, con un indice promedio de 8,4 para banano cv. Williams y un 11,2 en
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Platano Hartdn, mientras que en el medio de cultivo solido 2,4 y 4,3 en ese orden. Por
lo que con estos resultados demostraron que la técnica de inmersion temporal es
adecuada para mejorar sustancialmente los indices de multiplicacién en musaceas

respecto a los protocolos convencionales.

En 2015 Alvarenga y Salazar, realizaron una investigacion, donde compararon la
propagacion de Stevia rebaudiana, a traves de medios liquidos en dos sistemas de
inmersion temporal, RITA® y frascos gemelos BIT, ademas del cultivo en medio
semisolido para determinar el mas eficiente. De manera general observaron que se
obtenian plantas mas vigorosas y con bajos niveles de hiperhidricidad, utilizando los
sistemas de inmersion temporal. En el caso del sistema RITA® se obtuvo el mayor
promedio de hojas y brotes con una frecuencia de inmersion de 10 minutos cada 8 horas,
mientras que en el sistema BIT fue en el tratamiento de 10 minutos cada 12 horas, en
este Ultimo ademéas se obtuvo un incremento en la longitud, masa seca y fresca
promedio. Aunado a lo anterior los autores determinaron que el cultivo in vitro mediante
sistemas de inmersion temporal (RITA® y BIT) trae como ventaja un mayor

escalamiento en la produccion y favorece el proceso de aclimatacion.

Bahi y Pérez (2020), realizaron una investigacion con morera (Morus alba L.), la cual
es una planta originaria del Himalaya que sirve para la elaboracion de forrajes, gracias
al alto valor nutricional que posee, y a las excelentes cualidades de alimentacién en
distintas especies. La finalidad de esta investigacion fue determinar el tiempo y
frecuencia de inmersién méas adecuado para la micropropagacion de brotes de morera
variedad Dofia Betty mediante un sistema de inmersion temporal SETIS™. Para el
estudio se tomaron en cuenta tres tiempos, 1, 2 y 3 minutos, asi como tres frecuencias
de inmersién, cada 4, 6 y 8 horas, con 30 explantes por frasco. La evaluacion se llevo a
cabo en el dia 28 y se determinaron el nimero de brotes, su longitud, nimero de hojas
y segmentos nodales. Al final del estudio se logré incrementar la calidad y cantidad de
brotes de morera variedad Dofia Betty utilizando 2 minutos de inmersion cada 8 horas

en el sistema SETIS™

Ayub et al. (2019), desarrollaron una investigacion la micropropagacion de zarzamora
debido a la necesidad de obtener plantas con alta calidad fitosanitaria. El objetivo del
trabajo fue evaluar el mejor volumen de medio de cultivo y concentracion de sacarosa

para la micropropagacion de mora en un biorreactor de inmersion temporal. Se
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segmentaron brotes de zarzamora in vitro conteniendo dos yemas y un entrenudo (1.0
cm) y se colocaron en medio MS suplementado con inositol (0.1 g L), BAP (1 mg L
1y y sacarosa (10, 20, 30 0 40 g L) a diferentes volimenes de medio (150, 175 y 200
mL). La longitud total, el nimero de hojas, el nimero de brotes y el nimero de brotes
hiperhidricos se evaluaron 56 dias después del inicio del proyecto. Para el desarrollo y
propagacion de la zarzamora en un sistema de biorreactor, los mejores resultados se

mostraron a un volumen medio de 175 ml y una concentracion de sacarosa de 20 g L.
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II.  MATERIALES Y METODOS
2.1 Material Bioldgico
2.1.1 Seleccidn de la planta madre

1. Para la recuperacion de la planta en campo, se utilizaron las raices de plantas
visiblemente sanas, con un crecimiento activo y vigoroso. Las raices fueron
lavadas con agua corriente para la remocion de residuos de tierra, y ademas
tratadas con una solucién de captan al 2% para la eliminacion de posibles

hongos.

2. Una vez tratadas las raices se colocaron en charolas con sustrato para propiciar

la brotacion y obtencion de plantas nuevas.

3. Las plantas que lograron brotar en la charola fueron trasplantadas en macetas de
3 Kg, para mejorar su desarrollo, se trataron nutricionalmente con una solucién

universal de Steiner (1966) con la finalidad de obtener nuevos brotes.

4. Los nuevos brotes de la planta, dieron lugar a ramas de las que se extrajeron las
varetas, que se utilizaron para recuperar las yemas laterales y apicales, usadas en

la desinfeccion y establecimiento de los explantes en cultivo in vitro.

Figura 4. Obtencion y crecimiento de la planta madre A) Raices de planta de zarzamora
variedad Tupy limpia y sembradas en charola con sustrato. B) Planta de zarzamora
variedad Tupy, dos meses después de la brotacion de raices. C) Yemas apicales de
zarzamora variedad Tupy.
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2.1.2 Desinfeccion del material biologico.

Se evaluaron tres protocolos de desinfeccion, modificados de la metodologia de
Lambardi et. al, (2013) y Valdivia, (2019), para poder determinar el mas eficiente,
(con un menor porcentaje de contaminacion). Para su evaluacion se utilizaron 20

explantes.

o Tratamiento 1 con Tecto 60
1. Se recuperaron apices yemas laterales jovenes (tres primeras yemas) de varetas
de la planta madre de zarzamora, las cuales fueron cortadas a 1 cm
aproximadamente, y posteriormente fueron lavadas con una solucion de agua y
cloro comercial Cloralex al 0.5% (v/v), adicionado con 2 gotas de Tween 20 para
eliminar impurezas con las que pudiera venir la planta. Ademas, de retirar
algunas ceras naturales para que los agentes desinfectantes puedan penetrar

mejor (este tratamiento se realizé durante 5 minutos).

2. Se realizo6 un lavado con Tecto 60, un fungicida comercial sistémico de amplio

espectro al 0.2% (m/v), durante 15 minutos.

3. Se recuperaron los explantes del lavado y fueron colocados en una solucion de
un bactericida de grado alimentario, plata ionizada al 0.5% (v/v) marca

Microdyn, por 15 minutos (figura 5, inciso A).

4. Después del lavado, los explantes fueron llevados a campana de flujo laminar
para proporcionar junto con los mecheros condiciones de esterilidad al momento

de su manejo.

5. Encampana de flujo laminar, se aplic6 un lavado con una solucion de hipoclorito
comercial Cloralex al 2.5% (v/v) y agua estéril, en la cual permanecio la planta

durante 10 minutos.

6. Los explantes fueron retirados de la solucién, y se les aplicé un lavado con

solucion de alcohol 70% y agua estéril, durante 2 minutos.
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7. Pasado el tiempo de desinfeccion, los explantes fueron enjuagados con agua

estéril. Posteriormente, fueron sembrados e incubados como se indica en el

punto 7.1.4.
N — B) {Tuuaiii
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Figura 5. Tratamiento de desinfeccién. A) tratamiento 1 lavado de explantes con plata
ionizada al 0.5 % (v/v), B) tratamiento 2 lavado con alcohol al 70% (v/v), C) tratamiento
3 lavado de explantes con nanoparticulas de plata concentradas al 0.35%.

o Tratamiento 2 lavado convencional con hipoclorito de sodio y alcohol

1. Se tomaron varetas de la planta madre de zarzamora y se rescataron las yemas
axilares, cortadas a un 1 cm y se sometieron a un primer lavado con una solucién
de hipoclorito de sodio, marca Cloralex 5 mL-L* de agua con 5 gotas de jabdn

liquido, y se mantuvo en agitacién por 5 min.

2. Los explantes se recuperaron de la solucion y fueron llevados a una solucion de

cloro al 2% (v/v) con dos gotas de Tween 20, durante 10 minutos.

3. Serealiz6 un tercer lavado con el bactericida Microdyn al 2% (v/v) mL de agua

y se mantuvo en agitacion por 15 min.

4. En campana de flujo laminar, se realiz6 un lavado con etanol al 70% durante 8

minutos (figura 5, inciso B).

5. Los explantes fueron colocados en una solucion de cloro al 50%, y se

mantuvieron ahi por 15 min.
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6.

10.

Se realizo6 un enjuague con agua destilada estéril para eliminar los residuos de los
desinfectantes. Los explantes fueron sembrados e incubados como se indica en el
punto 7.1.4.

o Tratamiento 3. Desinfeccion con Nanoparticulas de plata

Las varetas de planta madre de zarzamora, se cortaron a un 1 cm
aproximadamente, buscando que dentro de este fragmento se encuentren las
yemas laterales, que se pasaron a la asepsia correspondiente.

Los explantes fueron lavados bajo una solucion de hipoclorito de sodio
comercial Cloralex 5 mL-L™ de agua y 5 gotas de jabon liquido, por un periodo
de 5 minutos.

Posteriormente se aplicé un segundo lavado, con una solucion de cloro al 2% y
2 gotas de Tween 20, con la finalidad de retirar las ceras naturales del material
vegetativo, mejorando la permeabilidad de éste hacia los agentes desinfectantes.
Esto durante 15 minutos.

Se empled un tercer lavado, con un bactericida de plata coloidal (Microdyn) al
2%, durante un periodo de 15 minutos y en constante agitacion.

Luego del tercer lavado, los explantes fueron llevados a condiciones estériles, es
decir bajo campana de flujo laminar.

Una vez dentro de la campana de flujo laminar, se realiz6 un cuarto lavado, con
una solucidn alcohol al 70%(v/v) con agua estéril por un periodo de 8 minutos,
en constante agitacion.

Al finalizar el lavado con alcohol al 70%, se aplic6 un lavado con cloro al 50%

(v/v) con agua estéril, en el cual permanecieron los explantes por 15 minutos.
Se realizd un enjuague con agua destilada estéril para eliminar residuos.

Se realiz6 un lavado con nanoparticulas de plata concentradas al 0.35%, durante
30 minutos (figura 5, inciso C).

Finalmente se hizo un enjuague mas con agua destilada estéril, para la
eliminacion de residuos de agentes desinfectantes anteriores. Los explantes

fueron sembrados e incubados como se indica en el punto 7.1.4.
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2.1.3 Elaboracion de medio de cultivo para fase de establecimiento

Modificacion de la metodologia de Ugarte et al. (2016), los pasos para la preparacion

del medio de cultivo son los siguientes:

Se utiliz6 medio basal Murashige Skoog (1962) (cuadro 2) con vitaminas, de la
marca Phytotecnology, del cual se agregaron 4.4 g - L~! de agua y se dejo al
100% de sales.

Se afiadi6 sacarosa 30 g L™ de medio como fuente de energia.

Se agrego Gelrite como gelificante 8 g L™ de medio, se agit6 y se coloco al fuego
hasta alcanzar los 80 °C, temperatura a la que suele disolverse mejor el

gelificante.

El medio se colocd en los frascos tipo gerberg, aproximadamente 50 mL por

cada envase Y se taparon.

Los frascos fueron colocados en una autoclave convencional de calor himedo
para su esterilizacion, la cual se llevo a cabo a 121 °C, durante 20 minutos, a 1.5

Kg/cm? de presion.

Los frascos con medio de cultivo se almacenaron por 5 dias para verificar que

no hubiese crecimiento de bacterias u hongos y poder usarlos.

2.1.4 Siembra del material biologico

De acuerdo con la modificacion a la técnica de (Sigarroa y Garcia, 2011) los explantes

desinfectados siguen los siguientes pasos:

1.

2.

Los explantes fueron secados por medio de toallas de papel absorbentes,
previamente esterilizadas, colocados por encima mediante pinzas de diseccion,
el secado se realiz6 con la finalidad de disminuir la humedad de en los tejidos,
y evitar la proliferacion de hongos una vez plantados.
Ya secos los explantes, fueron sembrados en medio de cultivo estéril con un
méaximo de 4 explantes por cada frasco.

Posteriormente se llevaron a incubacion, donde permanecieron de 4 a 6 semanas
aproximadamente bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, a una
temperatura de 25° C £ 2° C.
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2.2

Figura 6. Explantes de zarzamora variedad Tupy sembrados en medio de cultivo
MS al 100% de sales.

Armado del Sistema de Inmersién Temporal

Para el armado del sistema de inmersion temporal BIT se utilizaron frascos de
cristal, 2 por cada sistema uno para el medio de cultivo y otro para colocar la
planta.

El frasco que contiene la planta cuenta con un trozo de poliuretano de
aproximadamente 5 mm de espesor y un diametro ideal para cubrir el fondo del
frasco, la esponja tiene la funcién de no dejar que los explantes se queden en el
fondo del frasco y evitando que se mantengan inmersos en el residuo de medio
de cultivo que se queda una vez que es retirado.

A cada frasco se le colocé una tapa plastica, que cuenta con dos orificios, uno
en el centro de la tapa y otro en la orilla. En los orificios se colocaron conectores

plasticos, los cuales fueron fijados con tuercas plasticas (Figura 7, inciso A).

En cada conector de plasticos se insertaron mangueras de silicona, y en los
conectores del centro de cada tapa se colocd por la parte de abajo un tubo de
acero inoxidable que es por donde pasa el medio de cultivo para ir de un frasco
a otro.

Al tubo de acero inoxidable colocado en el frasco que mantiene a la planta, se le
insertd un circulo de polietileno, el cual esta perforado para poder ser insertado
en el tubo. El circulo de polietileno funciona como un tope para que la esponja

que soporta a los explantes no flote y los explantes puedan ser inmersos en el
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medio de cultivo. El tubo de acero presenta una deformidad para poder sujetar

al circulo de polietileno.

Figura 7. Armado y piezas del sistema de inmersién temporal. A) Conector pléstico y tuerca de
pléstico. B) Sistema de inmersion temporal armando sin esterilizar.

6. Los conectores que se encuentran en el centro de las tapas de los frascos, estan
conectados entre si, mediante una manguera de silicona, para que pueda fluir el
medio de cultivo, ademéas a estos mismos conectores centrales también se
encuentra unico un tubo pequefio de acero inoxidable, por donde pasa el medio

de cultivo (Figura 7, inciso B).

7. Los conectores plasticos que fueron colocados en las orillas de las tapas de los
frascos, tienen un trozo de manguera silicona para comunicar al conector
plastico con un filtro de venteo, y lograr las condiciones de esterilidad que
requiere el sistema. Estos filtros son hidrofébicos y manejan un grado de

retencion de 0.2um de acuerdo con el fabricante.

8. Los filtros fueron conectados al biorreactor a través de una manguera de silicona,
y a su vez a una bomba de aire, esta genera una presion positiva, que provoca
que el medio de cultivo pase al frasco donde se encuentra la planta.
Posteriormente para regresar la solucion nutritiva a su frasco original otra bomba

de aire produce una presién negativa.
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2.3

9. Las bombas de aire fueron conectadas a la corriente eléctrica mediante unos

contactos inteligentes con conexion wi-fi de la marca Steren. Los contactos
fueron controlados a través de una aplicacion movil (Steren Home), en la que se
programaron los horarios de encendido y de apagado de ambas bombas para

cada sistema.

Evaluacion de frecuencias de inmersién en sistema BIT con los explantes

de Zarzamora

Se ensamblaron los frascos con sus tapas, conectores, tubos de acero inoxidable,
mangueras de silicona, tal como se describe en el punto anterior y se envolvieron
en bolsas pléasticas para ser esterilizados a 121 °C, durante 20 minutos, a 1.5
Kg/cm? de presion. Cabe mencionar que los filtros de venteo se envolvieron en

papel aluminio para evitar la absorcién de humedad.

Se prepar6 medio litro de medio de cultivo Murashige Skoog (1962) con
vitaminas, de la marca Phytotecnology, y se agregaron 4.4 g L de agua, el
medio se mantuvo al 100% de sales y se le adicioné aztcar 30 g L™ de medio

como fuente de energia.

Se esterilizo el medio de cultivo a 121 °C, durante 20 minutos, a 1.5 Kg/cm? de

presion.

Una vez estériles, tanto el sistema armado como el medio de cultivo, se procedio
a realizar el vaciado del medio en el frasco del sistema bajo condiciones de

esterilidad en una campana de flujo laminar.

Posteriormente se tomaron 10 plantas de Zarzamora, que estaban previamente
establecidas en condiciones in vitro, para ser colocadas sobre la esponja de

poliuretano en uno de los frascos del sistema.

EL sistema se cerr0 y fue sellado con Kleen Pack para tratar de evitar
contaminaciones del exterior, e inmediatamente se conectd el sistema por medio

de los filtros a las mangueras de las bombas de aire.

Las bombas de aire fueron conectadas a la corriente eléctrica por medio de los

contactos inteligentes Steren con Wi-fi, para ser programados. Para cada sistema
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se programaron dos bombas de aire, una que proporcionaba una presion positiva,

ocasionando que el medio de cultivo subiera hacia el frasco con los explantes
(Figura 14), permaneciendo activa por 5 min (inmersion), para después apagarse
y a los 30 segundos encender la segunda bomba generando una presion negativa

y por ende que el medio de cultivo regrese a su frasco inicial.
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Figura 8. Diagrama del sistema de inmersién temporal BIT. A: Sin inmersion. B: Con
inmersion. 1: Contacto eléctrico wi-fi, 2: Bomba de aire presion positiva, 3: Manguera de
silicona, 4: Filtro de venteo, 5: Contenedor con medio de cultivo, 6: Contenedor con explantes,

7: Bomba de aire con presion negativa.

10. Este proceso se realizd para cada uno de los tratamientos, se colocaron 7 sistemas

de inmersion temporal bajo las siguientes condiciones (Cuadro 3), tomando cada

uno como un tratamiento, y cada planta como unidad muestral.
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Cuadro 3. Frecuencias y tiempos de inmersién

Tratamientos
Variables T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Numero de 2 3 4 5 6 7 8
inmersiones
por dia
Frecuencia @ Cada Cada8 Cada6 Cada | Cada4 Cada Cada 3
de 12 horas horas 4.8 horas 3.4 horas

Inmersién horas horas horas

Tiempode @ 5min  5min  5min | 5min | 5min | 5min 5 min
inmersion

2.4 Evaluacioén de un bactericida comercial PPM en medio de cultivo bajo un

sistema de inmersion temporal

Se preparé medio de cultivo al 50% de nutrientes para evaluar la cantidad de semanas
que el medio de cultivo permanecia sin contaminacion, de acuerdo con Hub et al (2015),
al utilizar hasta 1 mL-L* de PPM se obtienen buenos resultados en la inhibicion de
bacterias. Sin embargo, el proveedor indica que su uso es efectivo y seguro de 0.5 a 2
mL-L™, por lo que en este experimento se decidio utilizar la concentracion de 2 mL-L-
! posteriormente el medio se esterilizd a 121 °C, durante 15 minutos, a 1.5 Kg/cm? de
presion en autoclave, finalmente fue vaciado al sistema de inmersion temporal. Cabe

resaltar que en este experimento no se colocaron explantes.

2.5 Evaluacion de un bactericida comercia PPM en un sistema de inmersion

temporal con explantes de zarzamora.

Se prepard medio de cultivo MS al 50% de sales adicionado con 2 mL-L* de PPM,
sacarosa al 3%, pH 5.65 y se coloco dentro del sistema de inmersion temporal una vez
esterilizado a 121 °C durante 15 minutos, a 1.5 Kg/cm? de presion en autoclave. Ademas,
se colocaron 5 explantes de zarzamora, y se evalud el tiempo que este permanecio sin

presentar contaminacion.
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2.6 Evaluacion del porcentaje de sales MS para la planta de zarzamora en sistema

de inmersion temporal.

Se realizaron dos tratamientos con medio de cultivo MS, uno con sales al 75% y pH
5.75, mientras que el otro con sales al 100% y pH de 5.70. Ambos fueron adicionados
con 2 mL-L* de PPM como preservativo de la planta y se agrego sacarosa al 3% como
fuente de energia. En este experimento se evalud la longitud de los explantes a las 2,5 y

13 semanas.

2.7 Evaluacion del efecto la citoquinina BAP (6-benzilaminopurina) en la

organogénesis de planta de zarzamora para su micropropagacion.

Se evalUan cuatro tratamientos en el que se utiliza un medio base de sales MS al 100%
de concentracion adicionado con 2 mL L de PPM vy sacarosa al 3%. El tratamiento 1
no presenta ninguna concentracion de BAP, mientras que el tratamiento 2 cuenta con 1
mg L, al tratamiento 3 se le agregaron 2 mg L™ de BAP y finalmente el tratamiento 4
que cuenta 3 mg L del mismo regulador, estos cuenta con la evaluacion cero y con la
primera que se realizé a los quince dias. En esta evaluacion se tomé en cuenta la longitud
de los explantes, el nimero de nudos, y la cantidad de hojas, para de esta manera saber

cudl es la mejor concentracion de BAP para la multiplicacion de los explantes.

2.8 Evaluacién comparativa entre planta en medio de cultivo semisélido y en un

sistema de inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP.

Se realiz6 una comparacion entre planta en un sistema de inmersion temporal y planta
sometida a medio semisélido, ambas se evaluaron tras 6 semanas de incubacion bajo las
mismas condiciones de temperatura y luz, en el mismo cuarto de incubacion, con un
fotoperiodo de 16 horas luz, 8 de oscuridad. Cabe resaltar que para ambas
comparaciones se utilizé medio de cultivo MS al 100% de sales, 2 mL L™ de PPM y
sacarosa al 3%. Se realizaron tres tratamientos el T1 fue planta sembrada en medio
semisolido que no presentaba ningun regulador de crecimiento exdgeno pero si un
gelificante (agar-agar 8 g L™), mientras que el T2, era planta sembrada en medio
semisdlido con 1 mg L de BAP y gelificante (8 g L™ de agar-agar), finalmente se
compararon con el T3 (sistema 2) el cual fue un sistema de inmersion temporal con 6

inmersiones por dia, adicionado con 1 mg-L* de BAP, y un T4 (sistema 1) llevado a las
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mismas inmersiones que el anterior, solo con la diferencia de que este no presento

ningun regulador de crecimiento.

Se comparo la longitud de los explantes, el nimero de nudos, el nimero de hojas y
finalmente el nimero de brotes, esto para revisar la eficiencia de los sistemas de
inmersion temporal con respecto a las técnicas convencionales de micropropagacion in

vitro a través de medio semisolido.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Desinfeccion y establecimiento de yemas de zarzamora

Se probaron tres protocolos de desinfeccion en yemas apicales y axilares de zarzamora,
para poder determinar un tratamiento que presente un mayor porcentaje de planta no
contaminada. En total se realizaron tres repeticiones obteniéndose porcentajes de 91.4%
en el Ty, mientras que para el T>del 32.06% y finalmente en el T3 de 31.85% de planta

no contaminada (Figura 9).
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Tratamientos de desinfeccion

Figura 9. Evaluacion de tres protocolos de desinfeccion con respecto al porcentaje de planta
establecida T1: Desinfeccion con Tecto 60, T2: Desinfeccion convencional con hipoclorito de
sodio y alcohol T3: Desinfeccion con nanoparticulas de plata. Letras diferentes indican
significancia estadistica (Tukey, p<0.05) entre columnas.

El analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias de Tukey, muestran que
el tratamiento 1 es distinto, presentando la media de planta no contaminada mas alta con
un 91.4%, demostrando que el tratamiento 1 es la mejor opcion de desinfeccion para

yemas de zarzamora variedad Tupy, en comparacion con los otros dos tratamientos.

Bedoya et al. (2016) obtuvieron buenos resultados al utilizar un fungicida sistémico y
un bactericida (Benomil 2 g L™ bactericida Gentamicina 2 ppm, un durante un minuto)
como parte de uno de sus tratamientos de desinfeccion en Aloysia tryphilla, con el cual

generd un porcentaje de contaminacion de 21.1 + 6.9, tratamiento que fue comparado
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con uno de HgClz al 0,2% (p/v), en el cual se expuso a la planta por 5 min y se logré un
90% de planta no contaminada, sin embargo, existe bastante controversia con respecto

a utilizar este quimico debido a su alta toxicidad y dafio al medio ambiente.

Con el tratamiento 1 aplicado a las yemas axilares y apicales de zarzamora se logré un
porcentaje bastante similar a lo que consiguié Bedoya et al. (2016) con su tratamiento
de HgCl. al 0,2% (p/v), pero con la ventaja de que los agentes desinfectantes utilizados

no presentan la misma toxicidad y riesgo al medio ambiente.

Figura 10. Desinfeccion y establecimiento de zarzamora A) Yemas axilares de Zarzamora, para
desinfeccion. B) Desinfeccion de yemas de Zarzamora. C) Incubacion de explantes de
Zarzamora. D) Plantulas de Zarzamora desarrolladas y establecidas bajo condiciones in vitro.

3.2 Armado del sistema

Se logré armar un sistema de inmersion BIT funcional para investigacion, el cual pudo
ser semi-automatizado a través de la conexion de las bombas de aire a unos interruptores
gue pueden programarse para que se enciendan o se apaguen segin se requiera por
medio de una aplicacién para celular. Posteriormente, se realizaron pruebas para
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observar si el medio de cultivo pasaba adecuadamente al frasco donde se encuentran las
plantas y una vez pasado el tiempo de inmersion se dejaban pasar algunos segundos y
se procedia a colocar una presion inversa para regresar el medio de cultivo a su sitio. En
ambos casos el medio de cultivo fluyé en ambos frascos sin ninguna dificultad, con lo

que se comprobo la funcionalidad del sistema.

Figura 11. Sistema de inmersion temporal BIT funcional para investigacion

3.3 Evaluacion de frecuencias de inmersion en sistema BIT con los explantes de

Zarzamora

Se montaron cuatro sistemas de inmersién temporal y a cada uno de ellos se le colocaron
10 explantes, los cuales estuvieron en inmersion con un medio de cultivo idéntico, al
100% de sales MS. Los sistemas de inmersion temporal se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de luz y temperatura durante su incubacion, lo Unico que se modifico fueron
las frecuencias de inmersion, en el T se tuvieron dos inmersiones por dia (una cada 12
horas), el T> tuvo inmersiones cada 8 horas, el T3 cada 6 horas (cuatro inmersiones por
dia), el T4 cada 4.8 horas, un Ts con seis inmersiones por dia, el Tecon siete y finalmente

un T7 que realizaba ocho inmersiones por dia (cada 3 horas).
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Se realizaron algunas observaciones en cuanto a la supervivencia de los explantes, en
cada uno de los tratamientos se evalud la cantidad de explantes vivos y muertos. Se

tomo cada explante como unidad muestral obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 12. Evaluacion de sobrevivencia (A), necrosis y muerte (B) e hiperhidricidad en
explantes (C), en diferentes tratamientos de frecuencias de inmersion temporal. T1: 2
inmersiones por dia (1 cada 12 horas), T2: 3 inmersiones por dia (1 cada 8 horas), T3: 4
inmersiones por dia (1 cada 6 horas), T4: 5 inmersiones por dia (1 cada 4.8 horas). T5: 6
inmersiones por dia (1 cada 4 horas), T6: 7 inmersiones por dia (1 cada 3.4 horas) y T7: 8
inmersiones por dia (1 cada 3 horas).

Para estas pruebas no se realiz6 un analisis de varianza, debido a que se tenian pocos
datos para hacerlo, ya que no pudo realizarse el triplicado a falta de sistemas de
inmersion temporal. Sin embargo, en esta corrida experimental, puede observarse que
los tratamientos 5, 6 y 7 presentan un 90% de sobrevivencia de la planta, por lo que son
los que tienen un mejor resultado (Figura 12-A), sin embargo, tanto el tratamiento 6
como el 7 presentan un porcentaje de hiperhidricidad de un 30 y 40% (Figura 12-C),
mientras que la necrosis se mantiene en un 10% para los tres tratamientos (Figura 12-
B).

Por otro lado, se encuentran los primeros 4 tratamientos, en los que se puede notar como
en un inicio en el Ty se tiene un 80% de muerte, y posteriormente a medida que aumenta
el nimero de inmersiones a la planta, el porcentaje de muerte va disminuyendo, para el
T2 con un 70%, el T3 con un 40% y en el T4 con un 20%, lo cual indica que hay una
relacion lineal negativa (Figura 12-B), es decir a medida que aumenta el nimero de
inmersiones el porcentaje de necrosis y muerte disminuye, y esto puede observarse hasta

el Ts en el que se alcanza un 10%, el cual se mantiene igual en el Te¢ y T7 (Figura 12-B).
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La razon por la que se observa un comportamiento lineal negativo entre el nimero de
inmersiones y el porcentaje de muerte (Figura 12-B), es debido a que, al existir un menor
namero de inmersiones, los tejidos de los explantes comienzan a sufrir deshidratacion
por eso a medida que aumenta el nimero de inmersiones la planta se deshidrata menos
y hay menos pérdida de explantes por necrosis o0 muerte. Esto se debe principalmente a
que al tener menos inmersiones existe poca asimilacion de los nutrientes del medio,
ademaés de que hay una menor renovacion de la atmdsfera dentro del sistema, lo cual
puede provocar la acumulaciéon de gases que pueden causan efectos adversos a los
explantes, como lo es el etileno, y a su vez restringir la disponibilidad de otros como el

diéxido de carbono (Garcia et al., 2013).

Cabe mencionar que la planta también obtiene agua del medio de cultivo, y si esta se
deshidrata deja de realizar varios de sus procesos metabolicos, ademas de perder la
turgencia, aunque demasiada humedad pudiera ser perjudicial también para los
explantes, ya que estos pueden sufrir hiperhidricidad, una condicién en la que la planta
llega a presentar caracteristicas anormales, como por ejemplo, un aspecto vitreo,
transparente, con un menor contenido de clorofila y por lo tanto con una menor
capacidad fotosintética (Nikoloff, 2015).

De los tratamientos aplicados con distintas frecuentas de inmersidn el tratamiento 5 con
6 frecuencias, fue el que presentd el porcentaje mas alto, de un 90 % de supervivencia
(Figura 12-A), que, aunque es idéntico al del Te y el T+, tiene la ventaja de que, bajo ese
namero de inmersiones por dia, la planta no presentd hiperhidricidad o deshidratacion
(Figura 12-C), factores importantes a considerar para poder elegir la mejor frecuencia.
Por lo que se considerd utilizar 6 inmersiones por dia en un inicio cuando la planta es
pequefia y tiene una menor superficie para retener humedad, y a medida que esta fue
creciendo (6 semanas), se bajé a 5 inmersiones por dia, y finalmente se qued6 con 4
inmersiones por dia, ya que, al crecer la planta junto con sus hojas, estas pueden retener
una mayor cantidad de humedad, por lo tanto ya no es necesario que las inmersiones

sean tan frecuentes para mantener hidratada a la planta, y estas se van disminuyendo.
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Figura 13. Sistemas de inmersion temporal para la evaluacion de sobrevivencia en explantes a
diferentes frecuencias de inmersion a) 2 inmersiones por dia (1 cada 12 horas), b) 3 inmersiones
por dia (1 cada 8 horas), c) 4 inmersiones por dia (1 cada 6 horas) y d) 5 inmersiones por dia (1
cada 4 horas).

Delfino et al. (2020), consideraron tres tratamientos, uno con 2 inmersiones por dia, otro
con 4 inmersiones y un altimo con 6 inmersiones al dia, en el cultivo de Prunuspersica
X p. amygdalus., destacando el tratamiento con 4 inmersiones, ya que obtuvo una mayor
longitud de los explantes con este, mayor tasa de multiplicacion, proporcién de nudos
con brotes y de peso seco. En comparacion con las inmersiones de zarzamora el nimero
de inmersiones efectivas para lograr un mejor desarrollo en la planta resulté ser muy
similar, ya que en zarzamora fueron entre 4 y 6 inmersiones dependiendo del

crecimiento y desarrollo que prestaban los explantes.

3.4 Evaluacion de un bactericida comercial PPM en medio de cultivo sin explantes

y bajo un sistema de inmersion temporal

En un inicio cuando se montaron los sistemas de inmersion temporal, no podia evaluarse
durante un tiempo largo ya que se tenia bastante contaminacion desde la semana 1, la
cual se presentaba como turbidez en el medio de cultivo, o con la formacién de hifas
visibles por la presencia de hongos, por lo que se decidi6 aplicar un bactericida

comercial, y evaluar con el medio de cultivo sin los explantes y con explantes.

Esta evaluacion se realizo6 solo de manera cualitativa a través de la presencia de turbidez

en el medio de cultivo, con lo cual se asumid que este presentaba contaminacion por
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bacterias, el medio de cultivo permanecio totalmente cristalino durante 7 semanas, sin
embargo, pasado este periodo el medio de cultivo comenz0 a presentar cierta turbidez
lo que indica que ya habia presencia de bacterias creciendo en el medio de cultivo. Cabe

mencionar que se utiliz6 la cantidad de PPM més alta recomendada por el fabricante.

3.5 Evaluacién de un bactericida comercia PPM en un sistema de inmersion

temporal con explantes de zarzamora.

En esta evaluacion se utilizé la cantidad de PPM mas alta recomendada para el
fabricante, 2 mL L, para esta vez observar el comportamiento de los explantes de
zarzamora, y también la presencia de contaminacion, de igual manera solo a nivel
cualitativo. En este caso no se observaron efectos adversos en la planta por la
concentracion del PPM, lo que indica que se puede seguir utilizando esta concentracion
para inhibir el crecimiento de bacterias en planta de zarzamora, sin causar dafio a la
planta. Al igual que en la prueba anterior la turbidez del medio se observo posterior a la
séptima semana de montar el sistema con planta de zarzamora, lo que da un margen de
siete semanas para poder evaluar ciertas caracteristicas en la planta que pudieran ser

utiles en otros experimentos.

Huh et al. (2015) realizaron pruebas con distintos biocidas en plantas de arandano, entre
ellos el PPM (Plant Preservative Mixture), para ver el efecto que tenia no solamente en
el control de microorganismo, sino también en el desarrollo de los explantes de este
cultivo, utilizaron distintas concentraciones de PPM, 0, 0.5, 1, 2 y 4 mL L, al final
demostraron que el uso de PPM es eficaz a una concentracion de 1 mL L™ para el control
de bacterias y hongos y que en niveles por encima de 2 mL L7, las isotiazolonas
presentes en PPM pueden causar un efecto negativo o fitotoxico, sin embargo el mejor
tratamiento fue el de 1 mL L. Por lo que bajar la concentracion de PPM a1 mL Lt en
el cultivo de zarzamora a través de un sistema de inmersion temporal puede ser efectivo,

ademas de menos costoso.

El realizar la prueba de bactericida comercial PPM en planta de zarzamora deja claro
que la planta no era la que estaba provocando la contaminacion, sino que después se
observo que los sistemas de inmersion presentaban una pequefia fuga por lo que, al
ingresar aire del medio ambiente a este presentaba contaminacion y al reparar la fuga
con plastiacero se ha podido lograr hasta 15 semanas sin contaminacion y sin que la

planta presente dafios aparentes.
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3.6 Evaluacion del porcentaje de sales MS para la planta de zarzamora en

sistema de inmersion temporal.

En este experimento se analiz6 Unicamente la longitud de los explantes y se realizaron
tres evaluaciones, al final se observo el incremento que tuvo cada explante tanto para el

medio de cultivo al 75% de sales, como para el medio al 100% de sales (figura 14).
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Figura 14. Evaluacion del incremento en la longitud de explantes a diferentes concentraciones
de medio MS en un sistema de inmersion temporal. S1: Medio de cultivo MS basal al 75% de
sales adicionado con 2 mL L* de PPM, S2: Medio de cultivo MS basal al 100% de sales
adicionado con 2 mL L de PPM. Letras diferentes indican significancia estadistica (Tukey,
p<0.05) entre columnas.

Se puede observar como el sistema 1 tiene ligeramente un mayor incremento en la
longitud, sin embargo, al realizar el ANOVA correspondiente a esta evaluacion no se
observan diferencias (Figura 14), de acuerdo con la prueba de comparacion de medias
de Tukey. Al no existir diferencia alguna, se concluye que puede facilmente utilizarse
un medio de cultivo basal MS al 75% de sales, ya que bajar la concentracion del mismo
hasta este porcentaje, claramente no influye en el crecimiento del explante y se puede

ahorrar en insumos.

En el 2011, Raya et al., en el cultivo de Laelia halbingeriana, realizaron una serie de
pruebas, en las que revisaron el efecto que tenian concentraciones de 50, 75, 100, 125,
150 % de sales MS en la organogénesis in vitro de dicho cultivo, ellos evaluaron el
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numero de hojas, longitud de las hojas, numero de raices, longitud de raices y longitud
de los explantes, esto tras 60 dias de incubacion, con lo que no obtuvieron diferencias
significativas en la longitud de explantes, hojas y raices, asi como tampoco en el nimero
de hojas, la Unica evaluacién que presentd diferencias fue la del nimero de raices donde
la media més alta fue de 2.62, de la concentracion de sales al 75%. Los resultados en
cuanto a la longitud de los explantes reportados por Raya et al. (2011), coinciden con
los realizados en este experimento con zarzamora, en los que no hay una influencia

directa en la longitud de explantes, incluso aunque sean cultivos distintos.

3.7 Evaluacion del efecto de la citoquinina BAP (6-benzilaminopurina) en la

organogénesis de planta de zarzamora para su micropropagacion

En este experimento se realizé una evaluacion inicial y otra a las 6 semanas de colocar
los sistemas para poder observar los cambios en la planta (Figura 15). Para esta
evaluacion se analiz6 la longitud de los explantes, la cantidad de nudos, el nimero de

hojas, y el nimero de brotes, obteniéndose los siguientes resultados.

En cuanto a la longitud de explantes se tuvo un incremento de 0.56 cm en el Sy, por su

parte en el S; 5.8 cm, mientras que el Ss con 5.46 y finalmente el S41.73 (Figura 16).
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Figura 15. Evaluacion inicial y final del efecto de la citoquinina BAP. A) Sistemas de inmersion
temporal en su evaluacion inicial. B) Sistemas de inmersién temporal en su evaluacion después
de 6 semanas de incubacion.
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Figura 16. Evaluacion del incremento en la longitud de explantes a diferentes concentraciones
de BAP en un sistema de inmersion temporal con medio MS al 100% de salesy 2 mL L en
todos los sistemas. S1: sin BAP, S2: con 1 mg L de BAP, S3: con 2 mg Lt de BAP, S4: con 3
mg L' de BAP. Letras diferentes indican significancia estadistica (Tukey, p<0.05) entre
columnas.

En la figura 16, puede apreciarse como el sistema 2 y 3, los cuales presentan una
concentracion de 1y 2 mg-L™ de BAP, a través de un andlisis de varianza y una prueba
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de comparacion de medias Tukey son iguales, ademas presentan la media mas alta, sin

embargo, se tiene una diferencia significativa con respecto al sistema 1y 4

En el incremento promedio de la cantidad de nudos e obtuvieron los siguientes
resultados (Figura 17), tras seis semanas de incubacién en los sistemas de inmersion
temporal con diferentes concentraciones de BAP, el S; con 1.16 nudos, mientras que en

el Sz con 2, el Sz 2.71 nudos, y finalmente el S con 0.46.

35

2.5

N
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0.5

Incremento promedio en la cantidad de nudos
(nimero de nudos)

S1 S2 S3 S4

-0.5
Sistemas de inmersion temporal con diferentes concentraciones de BAP

Figura 17. Evaluacién del incremento promedio en la cantidad de nudos en explantes, a
diferentes concentraciones de BAP en un sistema de inmersion temporal con medio MS al 100%
de salesy 2 mL L PPM en todos los sistemas. S1: sin BAP, S2: con 1 mg L de BAP, S3: con
2 mg L* de BAP, S4: con 3 mg L de BAP. Letras diferentes indican significancia estadistica
(Tukey, p<0.05) entre columnas.

En la evaluacién del incremento promedio de la cantidad de nudos (Figura 17), el
sistema 3 presentd una media mayor, sin embargo, comparte letra con el sistema 1y 2,

por los que solo resulta ser significativamente diferente al sistema 4.

Se realiz6 un analisis del incremento en el nimero de hojas (Figura 18), tras seis
semanas de incubacion y se obtuvo en el S1 3.91 hojas, por otro lado, el Sz 5.13, mientras
que el S3 3.2, y finalmente el S4 con 0.23 hojas.
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Figura 18. Evaluacion del incremento promedio en la cantidad de hojas en explantes, a
diferentes concentraciones de BAP en un sistema de inmersién temporal con medio MS al 100%
de sales y 2 mLL™* PPM en todos los sistemas. S1: sin BAP, S2: con 1 mg L™ de BAP, S3: con
2 mg L* de BAP, S4: con 3 mg L de BAP. Letras diferentes indican significancia estadistica
(Tukey, p<0.05) entre columnas.

Se puede ver que al aplicar el correspondiente analisis de varianza y una prueba de
comparacion de medias de Tukey con un 95% de confianza, el sistema 1y 2 que tienen
una concentracion de 0 y 1 mg L de BAP, presentan una diferencia significativa con
respecto al sistema 4, mientras que con el sistema 3 comparte una letra. Se observa que
a medida que aumenta la cantidad de BAP en el sistema 3 y 4, con concentracion de 2

y 3 mg L, el nimero de hojas disminuye.

Finalmente se analiz6 el incremento del nimero de brotes por explante, para los cuatro
sistemas de inmersion temporal con distinta concentracion de BAP (Figura 19),
obteniéndose en el S; 0.56 brotes, para el S; 16.33, mientras que en el S3 41.66 y

finalmente 12.66 brotes para el Sa.
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Figura 19. Evaluacion del incremento promedio en la cantidad de brotes en explantes, a
diferentes concentraciones de BAP en un sistema de inmersién temporal con medio MS al 100%
de salesy 2 mL L™ PPM en todos los sistemas. S1: sin BAP, S2: con 1 mg L de BAP, S3: con
2 mg L de BAP, S4: con 3 mg L de BAP. Letras diferentes indican significancia estadistica
(Tukey, p<0.05) entre columnas.

De acuerdo con el andlisis de varianza y la prueba de comparacion de medias Tukey
correspondiente, se puede notar como el sistema 3, presenta diferencia significativa con
respecto al resto de sistemas, por lo que en este ensayo preliminar la concentracién de 2
mg-L-1 (S3) es la méas adecuada, ya que produce un mayor incremento en el nimero de
brotes. Sin embargo, también el volumen de callo aumento en esta concentracion (Figura
20).

Cuadro 4. Efecto de la citoquinina BAP en la organogénesis de los explantes de zarzamora.
Medias con letras diferentes en una misma columna indican significancia estadistica (Tukey,
p=<0.05) entre columnas.

Sistemas Longitud de Numero de Ndmero de  Ndmero de brotes
explantes cm nudos hojas

0.59 B 1.16 AB
2 AB

056 C
16.33 B

S1 (sin BAP)
S2 (1 mg.L BAP)
S3 (2 mg-L! BAP)
S4 (3 mg-LBAP)

12.66 BC
A través del cuadro 4, se puede observar como el sistema 2 y el sistema 3, son aquellos
presentan diferencias significativas y una media més alta en las cuatro evaluaciones, en

el caso de la longitud de explantes y el nimero de hojas, el sistema 2 con 1 mg L de
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BAP tuvo la mayor y mejor media, mientras que en cuanto al nimero de nudos y de
brotes el sistema 3 (2 mg Lt BAP) fue el mejor. En cuanto a micropropagacion uno de
los factores més importantes es la produccion de brotes, por lo que se podria considerar
el sistema 3 como el mejor tratamiento, ya que la cantidad de brotes es mayor (Figura
22, inciso A) que el sistema 2, sin embargo, el desarrollo de callo en el sistema 3 fue
bastante (Figura 20, inciso B), en comparacion con el sistema 2, por lo que finalmente
se optd por tomar la concentracion de 1 mg L* como la mejor opcién para la

micropropagacion de zarzamora a través de un sistema de inmersion temporal.

Figura 20. Desarrollo de callo en el sistema 3. A) Planta del S; (2 mg L* de BAP) con presencia
de callo, B) Parte del callo proveniente del Ss con 2 mg L de BAP.

De acuerdo con Gutiérrez y Gonzéalez (2019), no es conveniente tener gran presencia de
callo en la base de los explantes, debido a que se dificulta bastante la asimilacién de
nutrientes por parte de los mismos, ya que la division celular para la formacién del callo
demanda gran parte de la energia, ademas de que este tipo de célula al no estar
especializada su divisién es mucho mas rapida. Por otro lado, mencionan que otra de las
problematicas graves es que, al regenerar un individuo completo, que es lo que se busca
basicamente al hacer una micropropagacion por organogénesis, se puede tener una alta
variabilidad, ya que la uniformidad a nivel genético no se puede asegurar, y esto no es

realmente lo que se busca en muchos casos.
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3.8 Evaluacion comparativa entre planta en medio de cultivo semisélido y en un

sistema de inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP

Se realizd una comparacién entre planta sembrada en medio de cultivo convencional
semis6lido con 0y 1 mg L™ de BAP (T1 y T2), ademas de planta tratada bajo un sistema
de inmersion temporal con 0y 1 mg-L de BAP (S1y S2), en ambos casos se evaluo a
las seis semanas de sembradas, se mantuvieron bajo mismas condiciones de incubacion
como temperatura y luz. El medio de cultivo presentaba el mismo porcentaje de sales
MS (100%), misma concentracion de bactericida PPM (2 mL L), asi como también en
el caso del medio semisélido se agreg6 agar como gelificante. Tras evaluar la longitud
de explantes en cm, el numero de nudos, hojas y brotes, se presentan los siguientes
resultados.

En cuanto al incremento de la longitud en cm, se tiene el T1con 1.94 cm, T2 con 2.37,
el S17.68 y finalmente el S»2.40 cm (Figura 21).
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Tratamientos comparativos

Figura 21. Evaluacion comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersion temporal
en el incremento promedio de longitud en cm. T1: Medio de cultivo semisélido MS al 100% de
sales adicionado con 2 mL L de PPM sin BAP, T2: Medio de cultivo semisolido MS al 100%
de sales adicionado con 2 mL L* de PPM con 1 mg L* de BAP, S1: Medio de cultivo MS al
100% de sales adicionado con 2 mL L de PPM con 1 mg L de BAP en un sistema de inmersion
temporal, S2: Medio de cultivo MS basal al 100% de sales adicionado con 2 mL L de PPM
con 0 mg L de BAP en un sistema de inmersion temporal. Letras diferentes indican
significancia estadistica (Tukey, p<0.05) entre columnas.

Por medio de un analisis de varianza y una prueba de comparacién de medias Tukey (p

<0.05) se revisaron los resultados de los tratamientos en los que se puede notar como el
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S1 que es el del sistema de inmersion temporal con 1 mg-L™ de BAP es el (nico que
presenta diferencias significativas con respecto a los otros tres tratamientos, ademas de

poseer una media mas alta (Figura 21).

En la figura 22 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion del nimero de
nudos, el numero de hojas y el de brotes, en el cual se compard dos tratamientos en
medio semisdlido, uno sin BAP y otro con una concentracion de 1 mg L?, y dos
tratamientos en sistema de inmersion temporal uno sin BAP y otro con 1 mg L, y por
medio de un analisis de varianza y una prueba Tukey (p<0.05), se puede observar como
en el caso del nimero de nudos el S; presenta diferencia significativa y una media

mayor, al igual que en el nimero de hojas y brotes.

25
20

15

(%]
3
s
3 A
— e
; -
8 10 A B %72
T AT
2 B %51
S B C B i: B B
o ° B T =52
B hEATa Tl AT s
2 ) B % 7 T ==

NUDOS HOJAS BROTES

Evaluacion comparativa entre cultivo semisolido y un sistema de inmersion temporal

Figura 22. Evaluacion comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersion temporal
en el incremento del nimero de nudos, hojas y brotes. T1: Medio de cultivo semisolido MS al
100% de sales adicionado con 2 mL L de PPM sin BAP, T2: Medio de cultivo semisolido MS
al 100% de sales adicionado con 2 mL L* de PPM con 1 mg L de BAP, S1: Medio de cultivo
MS al 100% de sales adicionado con 2 mL L de PPM con 1 mg L de BAP en un sistema de
inmersion temporal, S2: Medio de cultivo MS basal al 100% de sales adicionado con 2 mL L*
de PPM con 0 mg Lt de BAP en un sistema de inmersion temporal. Letras diferentes indican
significancia estadistica (Tukey, p<0.05) entre columnas.

De acuerdo con Garcia et al. (2020). la planta presenta un mejor desarrollo y
multiplicacién en un sistema de inmersion temporal, debido a que estos permiten una
renovacion frecuente de los gases que se encuentran al interior de los frascos, lo que
evita la acumulacion de etileno, el cual provoca el envejecimiento de los tejidos. Cosa

que no sucede en un medio semisolido.
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Por otro lado, Castillo et al. en el 2020, mencionaron que otra de las ventajas de los
sistemas de inmersion temporal es que al estar en contacto de manera intermitente con
el medio de cultivo no solo evita la vitrificacion, sino que también ayuda al desarrollo y
crecimiento de los explantes, esto debido a que toda la superficie del explante se
encuentra en contacto con el medio de cultivo, por lo que puede absorber mejor los
nutrientes, mientras que en el cultivo convencional con medio de cultivo semisoélido,

solamente la base es la que esta en contacto con el medio de cultivo.
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IV.  CONCLUSIONES

Tras realizar las pruebas anteriores, se tiene para el ndmero de inmersiones 6
inmersiones por dia de 5 minutos cada una, en la etapa inicial de la planta y
posteriormente conforme crece y aumenta el nimero y tamafio de hojas se bajaa5y a

4 inmersiones al dia.

El utilizar ppm 2 mL L de medio de cultivo, y sellar los sistemas de inmersion temporal

con plastiacero, logra evitar la contaminacion hasta por 15 semanas.

Para la concentracion del medio de cultivo en plantas de zarzamora variedad Tupy,
resulta adecuado el MS al 75% de sales, con el cual se logra el mismo crecimiento que

con el de 100% y se ahorran recursos.

Una concentracion de 1 mg L™ citoquinina 6-benzilaminopurina, resulta efectiva para
la propagacion de brotes de zarzamora variedad Tupy, sin llegar a una sobreproduccion

de callo embriogénico, que en este caso no es deseable.

El uso de un sistema de inmersién temporal en explantes de zarzamora variedad Tupy
presenta un incremento en el nimero de hojas, brotes, nudos e incluso en longitud de

explantes, con respecto a un medio de cultivo semisolido convencional.
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V. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas con otros reguladores de crecimiento para hacer comparaciones
con la citoquinina 6-benzilaminopurina, o0 combinaciones entre auxinas y

citogquininas para evaluar su efecto.
Evaluar la etapa de aclimatacion con distintos sustratos.

Utilizar otros medios de cultivo, adicionales al Murashige y Skoog, para realizar

comparaciones.
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Modificado de Soria Durand.

ANEXQOS

ANEXO 1
Cuadro 2 A. Formulaciones de medios de cultivo a lo largo de la historia.

COMPUESTOS Knop Gauthere Knuds Hildebran dt,
(1865) t on Riker y Duggar
(1942) (1946) (1946)
Nitrato de amonio - - - -
Fosfato de amonio - - - -
Sulfato de amonio - - 500 -
Acido Bérico - 0.05 - 3
Cloruro de calcio 500-800 - - -
Nitrato de calcio - 500 1000 800
Fosfato de calcio Tribasico - - - -
Cloruro de cobalto - 0.05 - -
Sulfato clprico 125-200 0.05 - -
Sulfato de magnesio - 125 250 720
Cloruro de manganeso - - - -
Sulfato de manganeso - - 7.5 4.5
Sulfato de manganeso - 3 - -
monohidratado
Cloruro de potasio - - - 130
Yoduro de potasio 125-200 0.5 - 0.375
Nitrato de potasio 125-200 125 - 160
Fosfato de potasio - 125 250 -
Sulfato de potasio - - - -
Molibdato de sodio - - - -
Nitrato de sodio - 600 - -
Fosfato de sodio - 125 - 132
Sulfato de sodio - - - 100
Sulfato de zinc - 0.18 - 3
Sulfato férrico - - - -
Tantrato férrico - - - 5
Sulfato ferroso - - 25 -

Acido etilendiaminotetraacético
sal disodica (Na2ED)

Sulfato de adenina

d-biotina

Inositol

Acido nicotinico

Piridoxina

Tiamina

6(y.y-
Dimethylallyamino)purine
(2iP)

IAA

Cinetina

Glicina

Agar

Sacarosa
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ANEXO 1

Cuadro 2 B. Formulaciones de medios de cultivo a lo largo de la historia.
Modificado de Soria Durand.

COMPUESTOS Vacin Hoagland | Heller Murashige | White
&Went | (1950) (1953) (1962) (1963)
(1949)

Nitrato de amonio - - - 1650 -
Fosfato de amonio - 115 - - -
Sulfato de amonio 500 - 125 - -
Acido Borico - 2.86 1 6.2 15
Cloruro de calcio - - 75 440 -
Nitrato de calcio - 945 - - 300
Fosfato de calcio Tribasico 200 - - - -
Cloruro de cobalto - - - 0.025 -
Sulfato clprico - - 0.03 0.025 -
Sulfato de magnesio 250 250 250 370 720
Cloruro de manganeso - 181 - - 7
Sulfato de manganeso 7.5 - 0.1 - -
Sulfato de manganeso - - - 16.9 -
monohidratado
Cloruro de potasio - - 750 - 6.5
Yoduro de potasio - - 0.1 0.83 0.75
Nitrato de potasio 525 607 - 1900 80
Fosfato de potasio 250 - - 170 -
Sulfato de potasio - - - - -
Molibdato de sodio - - - 0.25 -
Nitrato de sodio - - 600 - -
Fosfato de sodio - - 125 - 16.5
Sulfato de sodio - - - - 200
Sulfato de zinc - - 1 8.6 3
Sulfato férrico - - 50 - 25
Tantrato férrico 28 - - - -
Sulfato ferroso - 5 - 27.8 -
Acido etilendiaminotetraacético - - - 37.3 -
sal disodica (Na2ED)
Sulfato de adenina - - - - -
d-biotina - - - - -
Inositol - - - 100 -
Acido nicotinico - - - 2 0.5
Piridoxina - - - 0.5 0.1
Tiamina - - - 0.4 0.1
6(y,y-Dimethylallyamino)purine - - - - -
(2iP)
IAA - - - 1.3 -
Cinetina - - - 0.04-10 -
Glicina - - - - 3
Agar - - - 8000 =
Sacarosa - - - 30000 20000
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ANEXO 1

Cuadro 2 C. Formulaciones de medios de cultivo a lo largo de la historia.
Modificado de Soria Durand.

COMPUESTOS Morel & Linsmaier Garmborg | Nitsch &
Muller & Skoog (B5) Nitsch
(1964) (1965) (1968) (1969)

Nitrato de amonio - 1650 - 720
Fosfato de amonio - - - -
Sulfato de amonio 1000 - 134 -
Acido Bérico - 6.2 3 10
Cloruro de calcio - 400 150 166
Nitrato de calcio 500 - - -
Fosfato de calcio Tribasico - - = =
Cloruro de cobalto - 0.025 0.025 -
Sulfato clprico - 0.025 0.025 0.025
Sulfato de magnesio 125 370 250 185
Cloruro de manganeso - - - -
Sulfato de manganeso - 22.3 10 25
Sulfato de manganeso monohidratado = = = =
Cloruro de potasio 1000 - - -
Yoduro de potasio - 0.33 0.75 -
Nitrato de potasio - 1900 2500 950
Fosfato de potasio 125 170 0.15 68
Sulfato de potasio - - - -
Molibdato de sodio 0.25 0.25 0.25
Nitrato de sodio - - - -
Fosfato de sodio - - - -
Sulfato de sodio - - - -
Sulfato de zinc - 8.6 2 10
Sulfato férrico - - 27.8 -
Tantrato férrico - - - -
Sulfato ferroso - 2.8 - 27.8
Acido etilendiaminotetraacético sal - 37.3 37.3 37.3
disoédica (Na2ED)
Sulfato de adenina - - - -
d-biotina - - - 0.05
Inositol - 100 100 100
Acido nicotinico - - 1 5
Piridoxina - - 1 0.5
Tiamina - - 1 0.5
6(y,y-Dimethylallyamino)purine (2iP) - - 10 -
IAA - 1.3 - 0.1
Cinetina - 0.001-10 - -
Glicina - - - 2
Agar - 1000 - 8000
Sacarosa - 30000 - 30000
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ANEXO 1

Cuadro 2 D. Formulaciones de medios de cultivo a lo largo de la historia.

Modificado de Soria Durand.

COMPUESTOS Schenk & Gamborg et | Anderson Lloyd &
Hildebrandt al (1978) McCown (1980)
(1972) (1976)
Nitrato de amonio - - 400 400
Fosfato de amonio 300 - - -
Sulfato de amonio - 134 - -
Acido Bérico 5 3 6.2 6.2
Cloruro de calcio 200 150 440 95
Nitrato de calcio - - - 556
Fosfato de calcio Tribasico - - = =
Cloruro de cobalto 0.1 0.025 0.025 -
Sulfato clprico 0.2 0.025 0.025 0.025
Sulfato de magnesio 400 250 370 370
Cloruro de manganeso - - - -
Sulfato de manganeso - 10 - -
Sulfato de manganeso 10 - 16.9 22.3
monohidratado
Cloruro de potasio - - - -
Yoduro de potasio 1 0.75 - -
Nitrato de potasio 2500 2500 480 -
Fosfato de potasio - - - 170
Sulfato de potasio - - - 990
Molibdato de sodio 0.1 0.25 0.25 0.025
Nitrato de sodio - - - -
Fosfato de sodio - 150 380 -
Sulfato de sodio - - - -
Sulfato de zinc 1 2 8.6 8.6
Sulfato férrico - - - -
Tantrato férrico - - - -
Sulfato ferroso 15 27.8 55.7 27.8
Acido etilendiaminotetraacético | 20 37.3 74.5 37.3
sal disodica (Na2ED)
Sulfato de adenina - - 80 -
d-biotina - - - -
Inositol 1000 100 100 100
Acido nicotinico 5 1 - 0.5
Piridoxina 0.5 1 - 0.5
Tiamina 5 10 0.4 1
6(y,y- - - 5 1
Dimethylallyamino)purine (2iP)
IAA - - 1 -
Cinetina - - - -
Glicina - - - 2
Agar - - 6000 6000
Sacarosa - 30000 30000 20000
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ANEXO 2 COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y
SKOOG

En este anexo se muestra la composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962), recuperado de Hurtado y Merino (1987)

COMPUESTOS mg JL
MNitrato de amonio (NHANG3) 1650
Nitrato de potasio (KNO3) 1900
Sulfato de magnesio (Mg504 » TH20) 370
Sulfato de manganeso, monohidrato (Mns04 = H20) 169
Sulfato de zinc (Zn504 = TH20) BB
Sulfato clprico (CuS04 « SH20) 0.025
Cloruro de calcio (CaCl2 » 2H20) 440
Yoduro de potasio (KI) 0.83
Cloruro de cobalto [CoCl2 = 6H20) 0.025
Fosfato de potasio (KH2PO4) 170
fcido bérico (H3BO3) 5.2
Molibdato de sodio (Na2MoO4 = 2H20) 0.25
Sulfato ferroso (FeS04 « TH2O) 27 B
Arido etilendiaminotetraacético, sal disddica (Na2EDTA) 373
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ANEXO 3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS EXPERIMENTOS

En este anexo se colocan los resultados de los andlisis de varianza y prueba de

comparacion de medias realizados a cada una de las evaluaciones.

3.1 Anaélisis de Varianza de la evaluacion de diferentes tratamientos de desinfeccion
para el establecimiento de zarzamora variedad Tupy in vitro.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 2 7067.5 3533.74 38.59 0.000
Error 6 549.4 91.56

Total 8 7616.8

3.1.1 Comparaciones en parejas de Tukey de la evaluacion de diferentes tratamientos de
desinfeccion para el establecimiento de zarzamora variedad Tupy in vitro.

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion

3 3 6815 A
2 3 6794 A
1 3 8.60 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.2 Andlisis de Varianza del incremento promedio de la longitud de explantes a
diferentes concentraciones de medio MS.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SISTEMAS 1 0.0250  0.02500 0.02 0.892
Error 8 10.2000 1.27500

Total 9 10.2250

3.2.1 Comparaciones en parejas de Tukey y una confianza del 95% del incremento
promedio de la longitud de explantes a diferentes concentraciones de medio MS.

SISTEMAS N Media Agrupacion
1 5 4500 A

2 5 4400 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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3.3 Analisis de Varianza del Incremento de la longitud de explantes a diferentes
concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SISTEMA 3 62.003  20.6676  29.85  0.000
Error 8 5.539 0.6924

Total 11 67.542

3.3.1 Comparaciones en parejas de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
longitud de explantes a diferentes concentraciones de BAP.

SISTEMA N Media Agrupacion

2 3 5800 A
3 3 5467 A
4 3 1733 B
1 3 0.597 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.4 Analisis de Varianza del Incremento de la cantidad de nudos en explantes a
diferentes concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SISTEMA 3 8.636 2.8785 447  0.040
Error 8 5.155 0.6444

Total 11 13.791

3.4.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
cantidad de nudos en explantes a diferentes concentraciones de BAP.
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SISTEMA N Media Agrupacion

3 3 2717 A

2 3 2.000 A B
1 3 1167 A B
4 3 0.467 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.5 Analisis de Varianza del Incremento en el nimero de hojas de explantes a diferentes
concentraciones de BAP.

Anélisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SISTEMA 3 39.12 13.041 9.07 0.006
Error 8 11.50 1.438
Total 11 50.63

3.5.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento en el
namero de hojas de explantes a diferentes concentraciones de BAP.

SISTEMA N Media Agrupacion

2 3 5133 A
1 3 3917 A
3 3 327 A B
4 3 0.233 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.6 Analisis de Varianza del Incremento en el nimero de brotes de explantes a diferentes
concentraciones de BAP.

Anélisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SISTEMA 3 2685.3 895.11 3461  0.000
Error 8 206.9 25.86

Total 11 2892.2

3.6.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% en el Incremento del
numero de brotes de explantes a diferentes concentraciones de BAP.
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SISTEMA N Media Agrupacion

3 3 4167 A

2 3 16.33 B

4 3 12.667 B C
1 3 0.567 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.7 Analisis de Varianza del Incremento de la longitud (cm) en la evaluacion
comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersién temporal bajo dos
concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 3 74343 247809  90.80  0.000
Error 8 2.183 0.2729

Total 11 76.526

3.7.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
longitud (cm) en la evaluacion comparativa entre medio semisélido y un sistema de
inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP.

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion

3 3 7833 A

4 3 2403 B
2 3 1957 B
1 3 1943 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.8 Analisis de Varianza del Incremento de la cantidad de nudos en la evaluacion
comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersién temporal bajo dos
concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 3  13.2534 44178  39.62 0.000
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Error 8 0.8921 0.1115
Total 11 14.1455

3.8.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
cantidad de nudos en la evaluacion comparativa entre medio semisolido y un sistema de
inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP.

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion

3 3 4333 A

4 3 2167 B
1 3 1.9333 B
2 3 1.7067 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.9 Andlisis de Varianza del Incremento de la cantidad de hojas en la evaluacion
comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersién temporal bajo dos
concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 3 38.276 12.7585 17.32 0.001
Error 8 5.893 0.7366

Total 11 44.168

3.9.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
cantidad de hojas en la evaluacién comparativa entre medio semisélido y un sistema de
inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP.

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion

3 3 8.000 A

4 3 7000 A B

1 3 5.067 B C
2 3 3.360 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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3.10 Analisis de Varianza del Incremento de la cantidad de brotes en la evaluacion
comparativa entre medio semisélido y un sistema de inmersion temporal bajo dos
concentraciones de BAP.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 3 574.35 191.451 79.45 0.000
Error 8 19.28 2.410

Total 11 593.63

3.10.1 Comparaciones en pareja de Tukey y una confianza de 95% del Incremento de la
cantidad de brotes en la evaluacién comparativa entre medio semisélido y un sistema de
inmersion temporal bajo dos concentraciones de BAP.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TRATAMIENTOS N Media Agrupacion

3 3 18.00 A

2 3 3.017 B
4 3 2100 B
1 3 1.167 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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