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RESUMEN
El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
bencilaminopurina (BAP) y acido giberélico (AG3) sobre el establecimiento in vitro de
yemas de frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage, en el medio de cultivo sélido
Murashigue y Skoog (MS). Se emple6 un disefio experimental completamente al azar con
las combinaciones de BAP (0.5, 1y 1.5 ppm) y AG3 (0.1, 0.5y 1 ppm), mé&s un control sin
reguladores de crecimiento, obteniendo un total de 10 tratamientos, 15 repeticiones y 150
unidades experimentales. Se evalu6 el nimero de hojas, longitud del brote, porcentaje de
sobrevivencia y porcentaje de brotes a los 30 y 60 dias, obteniendo como mejor resultado al
tratamiento T9 (1.5 ppm de BAP y 1 ppm de AG3) con 4.8 nimero de hojas, 2.47 cm de
longitud de brote, 100% de sobrevivencia y 100% de porcentaje de brote a los 60 dias;
concluyendo que es el tratamiento idoneo para alcanzar resultados Optimos en el

establecimiento de frambuesa.

Palabras Clave: establecimiento in vitro, Rubus idaeus, bencilaminopurina, Acido

giberélico



ABSTRACT
In this project the aim was to evaluate the effect of different concentrations of
benzylaminopurine (BAP) and gibberellic acid (AG3) on the in vitro establishment of
raspberry buds (Rubus idaeus) Heritage variety, in a solid culture medium Murashigue and
Skoog (MS). A completely randomized experimental design was used with the combinations
of BAP (0.5, 1 and 1.5 ppm) and AG3 (0.1, 0.5 and 1 ppm), plus a control without growth
regulators, obtaining a total of 10 treatments, 15 repetitions and 150 experimental units. The
number of leaves, length of shoots, percentage of survival and percentage of shoots at 30 and
60 days were evaluated, obtaining the best result for the T9 treatment (1.5 ppm of BAP and
1 ppm of AG3) with 4.8 number of leaves, 2.47 cm shoot length, 100% survival and 100%
shoot percentage at 60 days; concluding that it is the ideal treatment to achieve optimal

results in raspberry establishment.

Palabras Clave: establishment in vitro, Rubus idaeus, benzylaminopurine, gibberellic

acid

Xi



I.  INTRODUCCION

Rubus idaeus, de nombre comun frambuesa, pertenece al grupo de los berries cuyo interés
comercial tiene una alta demanda en los Gltimos afios por sus propiedades antioxidantes y
nutritivas, ya que este fruto se caracteriza por ser rica en vitamina C, acido folico, potasio y
con un bajo contenido de azlcar (Garcia et al., 2014).

Los métodos tradicionales de propagacion de la frambuesa (reproduccidn sexual por semilla,
asexual por esquejes 0 acodos) presenta inconvenientes tales como la transmision de
enfermedades de la planta madre, variabilidad genética, y un bajo porcentaje de

prendimiento de las estacas (Garcia et al., 2014; Morales, 2009).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una alternativa a la forma tradicional de produccién
agricola, mediante esta técnica se pueden obtener plantines libres de virus y con
caracteristicas similares a la planta madre (Allccacco, 2016). Para ello el medio de cultivo
mas utilizado es el medio MS, con variacion de reguladores de crecimiento; dentro de los
cuales los més utilizados son la citoquininas, auxinas y giberelinas (Suérez, 2020). Las
citoquininas como el BAP promueven la division celular y la proliferacion de brote
(Chimdessa, 2020); mientras que, el &cido giberélico estimula el crecimiento meristematico

y la elongacion del tallo (Chambe, 2008).

En México, Ruiz, et al. (2018) evaluaron explantes de Rubus idaeus (meristemos y
entrenudos) en el medio MS adicionado con BAP, Tidiazurén, GA3 y AIB, con el cual
encontraron que a una concentracion de 1 ppm de BAP y 0.5 ppm de AG3 (sin auxinas) se

logré el 56.92% de entrenudos establecidos.

Del mismo modo en Ecuador, Ugsha (2022) evalué la respuesta de los segmentos nodales
de Rubus idaeus a diferentes tratamientos de medio de cultivo suplementados con BAP,
AG3, Kinetina, obteniendo los mejores resultados al usar el primer tratamiento (MS + 1 ppm

de BAP + 0.25 ppm de AG3).



Por otro lado, Jones (2006) evalud dos sistemas para la multiplicacion de Rubus idaeus,
medio semisélido y medio liquido en inmersion temporal utilizando medio MS
complementado con BAP, AG3 y &cido ascorbico. La concentracion de 2 ppm de BAP y 1
ppm de AG3 en el medio de cultivo, estimuld la multiplicacion del material vegetativo, pero

no encontro diferencias significativas entre los dos sistemas evaluados.

A nivel nacional, Allccacco (2016) en su investigacion para desarrollar un protocolo de
micropropagacion in vitro de Rubus idaeus var. Heritage utilizando diferentes
concentraciones de BAP y AG3, obtuvo mejor resultado con el tratamiento de 1 ppm de
BAP + 0.5 ppm de AG3 en medio MS logrando 5.4 brotes por miniestaca en la etapa de

multiplicacion.

En la investigacion de Garcia (2014), se evaluo el efecto de los niveles de BAP (0, 1,3y 5
ppm) en el establecimiento de Rubus idaeus, concluyendo que la concentracion optima en
medio de cultivo MS fue de 1ppm tras mostrar una mejor respuesta en cuanto a la longitud

del brote utilizando segmentos nodales.

Con la micropropagacion in vitro se puede obtener material vegetal libre de enfermedades
(Morales, 2009), sin embargo, para optimizar el proceso de desarrollo de las plantulas es
necesario encontrar las concentraciones mas idoneas de los reguladores de crecimiento que
no generen toxicidad en el explante (parte del tejido vegetal que se extrae para introducir en

un medio de cultivo).

En base a lo anterior, con el fin de proveer informacion y contribuir al desarrollo de
protocolos para el establecimiento in vitro del cultivo de frambuesa, la presente investigacion
plantea el siguiente problema: ;Cual es el efecto que tienen las diferentes concentraciones
de bencilaminopurina y acido giberélico sobre el establecimiento in vitro de yemas de

frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage?



1.1.

Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de bencilaminopurina (0.5, 1y 1.5 ppm)
y acido giberélico (0.1, 0.5 y 1 ppm) sobre el establecimiento in vitro de yemas de

frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage

1.1.2. Objetivos especificos

1.2.

Determinar el porcentaje de sobrevivencia de las plantulas por cada tratamiento de
bencilaminopurinay &cido giberélico en el establecimiento in vitro de yemas frambuesa
(Rubus idaeus) variedad Heritage.
Identificar el efecto de las diferentes concentraciones de bencilaminopurina y acido
giberélico sobre el porcentaje de brotes obtenidos en el establecimiento in vitro de
yemas frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage.
Determinar el efecto de las diferentes concentraciones de bencilaminopurina y acido
giberélico sobre el nimero de hojas en el establecimiento in vitro de yemas de
frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage.
Determinar el efecto de las diferentes concentraciones de bencilaminopurina y acido
giberélico sobre la longitud del brote en el establecimiento in vitro de yemas de
frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage.

Hipotesis
A una concentracion de 1.5 ppm de BAP y 1 ppm de AG3 se obtiene mejores resultados
en longitud del brote, porcentaje de brotes obtenidos y numero de hojas, en el

establecimiento in vitro de yemas de frambuesa (Rubus idaeus) variedad Heritage.



1.3. Justificacion e importancia
La utilizacion de las herramientas biotecnoldgicas como la micropropagacion in vitro son
una gran alternativa para la produccion de plantulas a gran escala, libres de patégenos y de

alto rendimiento sin variabilidad genética.

Por ende, la investigacion propondra un protocolo que pueda encontrar la concentracion mas
optima de reguladores de crecimiento que promuevan y fortalezcan la plantula desde el

establecimiento sin generar toxicidad ni inhibicion del crecimiento del explante.

La presente investigacion se justifica porque optimizaré el uso de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo para generar un protocolo que combine la concentracién necesaria de
BAP y AG3 desde la primera etapa del cultivo in vitro y asi aumentar el porcentaje de
supervivencia en la etapa posterior, la de multiplicacién. Con este método se pretende
acelerar el desarrollo del explante y asi reducir costos del proceso, ademéas de asegurar la
calidad del cultivo con respecto a la planta madre, logrando no solo un impacto social en los

campesinos sino también econémico y técnico.



MARCO TEORICO
2.1. Frambueso

2.1.1. Descripcion

La Frambuesa Roja o raspberry (Rubus idaeus L.) botanicamente pertenece a la familia de
las Roséceas, mientras que comercialmente pertenece al grupo de los “berries”, que también
incluye arandanos, frutillas, grosellas, moras y zarzamoras (Bruzone, 2005, citado por Pefia,
2019). El frambueso es una planta de habito arbustivo, con tallos alargados, erectos con el
raquis espinoso. Las hojas tienen bordes dentados, su fruto estd compuesto de varias drupas

unidas a un mismo receptéculo (Pefia, 2019).
2.1.2. Composicion fisicoquimica y valor nutricional

El componente principal de las frambuesas es el agua (85-90%), contienen alrededor de un
5% de carbohidratos como fructosa y glucosa. Ademas de &cido citrico (1.72%), vitaminas
A, E y K, asi como en &cido folico y diversos minerales como fésforo, calcio, magnesio,

potasio, manganeso o hierro (Garcia et al., 2014).
2.1.3. Variedad Heritage

Heritage es una variedad antigua introducida en la costa este de los Estados Unidos por la
Universidad de Cornell en 1969. Es la variedad mas cultivada en el mundo y en el pais (mas
del 80%), produce frutos de tamafio mediano con un peso promedio de 2.2 g, color claro,
buena textura y dulzor, registrando 12,8 °Brix de sélidos solubles y 2.2% de acidez (Reyes,
2020).

2.1.4. Produccion mundial de frambuesa

Los 4 principales productores de frambuesa (México, Estados Unidos, Serbia y Polonia)

concentran el 68% de la produccién mundial de esta fruta. A finales de 2021, la produccion



mundial de este berrie superé las 630 mil toneladas, con un incremento de 6.3% respecto al

afio anterior (Manrique, 2022a).

Perd tiene un gran potencial para el cultivo de frambuesa gracias a factores como clima,
distancia, suelo, disponibilidad de agua, etc. (Navarro, 2019). Actualmente, se tiene una
produccion entre 700 y 800 toneladas de frambuesa, distribuidas en alrededor de 100 ha de
cultivo, principalmente en las regiones de Arequipa y Lima con la predominancia de la
variedad Heritage (Manrique, 2022D).

2.15. Propagacion de frambuesa

El frambueso es una especie de facil multiplicacion, tanto por via sexual como asexual. Pero
estos métodos no ofrecen la garantia sanitaria suficiente para realizar plantaciones
comerciales (Garcia, 2014). Ademas, Segun Morales (2009) tales précticas aumentan la
transmision de enfermedades, afectando los rendimientos y la calidad de la fruta producida.
Muchas veces se confunden con problemas de déficit de nutrientes, inadecuado manejo del
riego o enfermedades causadas por hongos. Una forma de prevenir estas enfermedades es

utilizar material vegetal libre de virus en la instalacion de los huertos.

2.2. Cultivo in vitro de tejidos vegetales
El cultivo in vitro de tejidos vegetales también conocido como micropropagacion, es el
proceso de colocar un explante en recipientes de vidrio o plastico con un medio de cultivo
adecuado para su desarrollo, controlando condiciones ambientales como temperatura, luz,
humedad, pH y en condiciones de asepsia (Rueda, 2019). Este metodo se ha podido
desarrollar gracias a la totipotencialidad celular (Alcantara et al., 2017), el cual se define
como la capacidad que tienen las células vegetales para regenerar una planta completa

(Rueda, 2019).



Son 5 etapas para obtener plantas in vitro, tal como se menciona en la Figura 1, y los
explantes mas utilizados para iniciar la micropropagacion son las yemas, segmentos
uninodales, discos de hoja, secciones de raiz y meristemos. Los meristemos son grupos de
células indiferenciadas que retienen la capacidad de dividirse durante todo el ciclo de vida
de una planta, y mediante el cultivo de meristemos, se pueden obtener plantas saneadas libre

de patdgenos (Bisio y Basiglio, 2015).
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Figura 1: Etapas del Cultivo in vitro. Elaboracion propia

2.2.1. Etapas de la propagacion in vitro

- Etapa 0: seleccion de la planta madre y pretratamiento
Muchos de los contaminantes bidticos asociados a los explantes puede prevenir de la
planta donadora. Por ello, antes de establecer un cultivo vegetal, es importante elegir una
planta que tenga menor carga microbiana o que haya sido cultivada de forma ex vitro

bajo condiciones Optimas (Cassells y Doyle, 2005).



Etapa 1: etapa de iniciacion o establecimiento

El explante es desinfectado mediante la aplicacion de bactericidas y fungicidas, que no
generen dafio a las células vegetales para que no pierdan su actividad biolégica. Luego,
son transferidos a un medio nutritivo (Hussain et al., 2012).

Etapa 2: Multiplicacion de brotes

Bajo condiciones asépticas, las plantulas se subcultivan en medios de cultivo que
promuevan la rapida regeneracién y proliferacion de brotes (Kumar y Reddy, 2011).
Etapa 3: Enraizamiento o etapa pretrasplante.

Esta etapa puede ocurrir simultaneamente en la multiplicacion. En algunos casos, es
necesario adicionar reguladores de crecimiento al medio de cultivo, para inducir el
desarrollo de raices (Hussain et al., 2012).

Etapa 4: Trasferencia final a la etapa de medio ambiente.

También conocido como aclimatacion. Las plantas in vitro pasan por un proceso de
adaptacion gradual en invernaderos (de alta a baja humedad y de baja a alta intensidad de
luz). Luego, son transferidos a un sustrato adecuado (arena, compost, turba, etc.) que

permitan un buen desarrollo (Hussain et al., 2012).

2.2.2. Componentes del medio de cultivo

Los nutrientes basicos requeridos por las células vegetales en los medios de cultivo in vitro,

son similares a los nutrientes que aporta el suelo para el desarrollo de las plantas (Perea,

2009). EI medio de cultivo debe estar conformado principalmente por macronutrientes,

micronutrientes, fuentes de carbono, vitaminas y aminoacidos, agentes gelificantes y

reguladores de crecimiento.

Macronutrientes
Los macronutrientes proporcionan los elementos minerales indispensables y

cuantitativamente mas abundantes en las plantas: N, P, K, Ca, Mg y S. La absorcion de



cada elemento es influenciada por la concentracion de otros elementos, pH, temperatura
y estado bioquimico y fisioldgico del tejido (Cisne, 1988).

Segin Locksin y Elfving (1981), el nitrdgeno es uno de los elementos mas
preponderantes con respecto al rendimiento y calidad de la frambuesa removiendo un
mayor crecimiento del tallo, nudos, y aumenta la floracion (citado por Quezada et al.,
2007). Por otro lado, en el caso del Potasio es importante para el frambueso porque
mejora su resistencia al estrés hidrico y aumenta la resistencia a patogenos (Hirzel, 2009).
Micronutrientes

Los micronutrientes esenciales Mn, Fe, Zn, Bo, Cu, Co y Mo que generalmente se
encuentran presentes en los medios de cultivo son componentes de proteinas de
importancia fisiolégica y metabolica. Cada uno de estos elementos tiene su funcion
especifica que incide sobre la morfogénesis y crecimiento (Cisne, 1988).

En el caso del frambueso, el Zinc promueve la produccién de meristemos y mejora el
vigor de las plantulas, a su vez el Boro contribuye a la acumulacion de reservas para una
brotacion futura (Hirzel, 2009).

Fuentes de carbono

Debido a que la mayoria de las plantas que se cultivan in vitro no son autdtrofos, resulta
necesario adicionar una fuente de carbono al medio de cultivo. La sacarosa (2% a 5%)
es la fuente de carbono que mas se utiliza, y se puede reemplazar por glucosa y en menor
medida por fructuosa (Roca y Mroginski, 1991).

Vitaminas y aminoacidos

Las vitaminas mas usadas en los medios de cultivo son: tiamina, &cido nicotinico,
piridoxina, adenina, biotina, vitamina B12, acido fdlico, acido pantoténico, riboflavina
(Kyte y Kleyn, 1996). La vitamina B1 o también conocida como tiamina es la mas
empleada en la microprogacion in vitro debido a que forma parte del complejo

enzimatico que produce la conversién de acido piravico a acetil CoA en el ciclo de Krebs.
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La vitamina B6 conocido cominmente como piridoxina esta estrechamente relacionada
con la conversion de compuestos alimenticios en moléculas que aportan energia y
participa activamente en los procesos respiratorios (Perea, 2009).

Ademas, estan el acido ascorbico que se usa como antioxidante, y el mio-inositol, que
promueve el crecimiento cuando se agrega a los medios de cultivo en concentraciones
de 100 mg/L (Kyte y Kleyn, 1996).

Los amino&cidos sirven como fuente organica de nitrégeno reducido. La cisteina suele
usarse como antioxidante para controlar la oxidacion de fenoles y prevenir el
ennegrecimiento del tejido (Chimdessa, 2020).

Agentes gelificantes

Los medios de cultivo pueden ser liquidos o sélidos. Para solidificar los medios de
cultivo se usan agentes gelificantes, los mas utilizados son el agar, la agarosa y la goma

gellan (phytagel, Gel rite) (Nagata, 1971, citado por Chimdessa, 2020).

2.2.3. Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento son compuestos, algunos naturales (hormonas) otros

sintéticos, que, a muy bajas concentraciones, afectan los procesos de crecimiento y desarrollo

en las plantas. Dentro de este grupo estan las auxinas, citoquininas, giberelinas, acido

abscisico y etileno (Suarez, 2020).

Auxinas y su biosintesis

La hormona auxina promueve la diferenciacion, division celular, el desarrollo embrionario,

tropismo de raices y tallos, dominancia apical y formacion de flores (Balzan et al., 2014).

Segun Acosta et al. (2008) los lugares de la planta en los que se sintetiza el AIA son los

apices de coledptilos, los tallos, y las hojas jovenes, el cambium y las semillas en desarrollo,

pero también las hojas adultas pueden sintetizarlo.
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Se tienen presentes 2 vias para la sintesis de AlA: dependiente o independiente del triptfano.
Segn Mano y Nemoto (2012), hay 4 vias dependientes de triptéfano: La via del acido indol-
3-piravico (IPA), la via de la triptamina (TAM), la ruta de indol-3-acetaldoxima (IAOX), y
la via de la indol3acetamida (IAM). Los mismos autores mencionan que el precursor de la
via independiente de triptofano es el indol-3-glicerol fosfato, sin embargo, alin no se conocen

con exactitud estas rutas.
- Citoquininas y su biosintesis

En los medios de cultivo de tejidos vegetales, las citoquininas se incorporan principalmente
para la division celular y la diferenciacion de brotes adventicios de callos y drganos
(Chimdessa, 2020). Las citoquininas se sintetizan tanto en las raices como en los drganos

aéreos de las plantas (Iglesias y Talén, 2008).
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Figura 2: Mecanismo de accién de las citoquininas en la célula vegetal.
Recuperado de Cerezo (2014)
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A nivel celular, las citoquininas se encuentran principalmente en el apoplasto y sinplasto. En
cuanto al mecanismo de accidn de las citoquininas, tal como se muestra en la Figura 2, las
hormonas son primero percibidas por proteinas receptoras lo cual provoca una fosforilacion
en su base conservada, regulando asi la cascada de sefiales rio abajo. Algunos de los
receptores principales que se conocen son: CRE1/WOL/AHK4, AHK2 y AHKS3, que

realizan la funcion de transferir el grupo fosfato a nivel intracelular.

La activacion de los genes inicia con la transferencia de grupos fosforilos de AHPs (proteinas
HPt) a los A-ARRs y B-ARRs en el ndcleo. Finalmente se activan genes relacionados con
los efectos especificos de las citoquininas (Jordan y Casaretto, 2006), como los reguladores
de respuesta tipo B en Arabidopsis thaliana activados con sus genes ARR1, ARR2 y ARR10

(Aoyama y Oka, 2003).

- Giberelinas y su biosintesis

Las giberelinas son un grupo de sustancias naturales que influyen en el agrandamiento
celular y la elongacion del tallo (Kyte y Kleyn, 1996). Las giberelinas se sintetizan
principalmente en hojas jovenes y en las semillas. Generalmente el &cido giberélico (AG3)
es empleado en el cultivo in vitro (Chambe, 2008).

En las plantas, la biosintesis de giberelinas se divide en 3 etapas que se muestra en la Figura
3: la sintesis de ent-kaureno a partir de geranilgeranildifosfato (GGDP), la conversion de

ent-kaureno a GA12 y la conversion de GA12 a las GAs.
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Figura 3: Ruta de sintesis de &cido giberélico en plantas. Recuperado de Martin (2013)

En cuanto a su mecanismo de accion, a nivel génico, estudios en Arabidopsis han reconocido
la existencia de factores represores de transcripcion que blogquean el crecimiento en altura

(RGA, GAI, SLR1).
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En la Figura 4 se evidencia que, en presencia de Gas, los represores de transcripcion son
degradados, restableciéndose la produccion normal de hormonas (Jordan y Casaretto, 2006).
Los resultados se observan cuando se aplican giberelinas a algunas plantas con enanismo
debido a un solo gen mutante. Tratadas con giberelina, tales plantas llegan a confundirse con

las normales (Galindo, 2013).
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MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Proyecto
Especial Chinecas, en el distrito de Nuevo Chimbote, Departamento de Ancash, Perdi.

3.1.  Preparacion del medio de cultivo

Se prepard 1 L de medio de cultivo MS (1962, ver Tabla 16) sales completas suplementado
con 30g/L de sacarosa, 2.5 g/L de phytagel y reguladores de crecimiento segun la Tabla 1.
En la Figura 5, se muestran los reactivos necesarios para este procedimiento, el pH del medio
se ajustd a 5.8. Luego, se distribuyd 2 ml del medio de cultivo preparado en frascos de vidrio

(viales), los cuales se esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Figura 5: Reactivos para la preparacion del medio de cultivo.

3.2. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal utilizado fue esquejes de tallos semilefiosos de Rubus idaeus “frambuesa”
variedad Heritage, los cuales se recolectaron de plantas madre de los campos del Proyecto

Especial CHINECAS (Figura 13) y se muestran en la Figura 6.
_—
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3.3.  Desinfeccion del material vegetal

El material vegetal se desinfecté mediante el siguiente procedimiento. Primero se lavaron
los esquejes con detergente y se retird las impurezas con la ayuda de un cepillo de cerdas
suaves. Posteriormente, los esquejes fueron enjuagados 3 veces y Se seccionaron en

segmentos nodales para finalmente colocarlos dentro de un frasco con agua destilada estéril.

Figura 7: Segmentos nodales preparados para la desinfeccion en cabina de flujo laminar.

En la Figura 7, se puede observar el material vegetal (segmentos nodales) antes de su
desinfeccion dentro de la cabina de flujo laminar dispuestos en los frascos de vidrio con tapa.
Se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 5% (v/v) durante 15 minutos.
Pasado este tiempo, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril. Luego, se reemplazé el
agua de los frascos por una solucion de fungicida Farmathe (benomyl) a una concentracion
de 20 g/L durante 7 min. Los segmentos nodales se enjuagaron 5 veces con agua destilada
estéril. Finalmente, se mantuvieron en una solucion antioxidante estéril de L-cisteinaa 1 g/L

hasta el momento de la siembra.
3.4. Introduccion in vitro

Antes de extraer los explantes de la solucion antioxidante se realizd la desinfeccion del

material necesario (pinzas y bisturies). Posteriormente, con la ayuda del bisturi se retiraron
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las capas superficiales oxidadas de cada explante hasta obtener cada yema a sembrar en el

medio de cultivo de los diferentes tratamientos, tal como se muestra en la Figura 8. Los

frascos fueron llevados a oscuridad por 7 dias para acelerar la induccion de brotes y reducir

la fenolizacién. Pasado este tiempo, se trasladaron los frascos a luminosidad con un

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, lugar donde se mantuvo por un periodo de

2 meses (Figura 15).

3.5.

j \;;_/ ‘

Figura 8: Introduccion in vitro de explantes de frambuesa. A. yema vista en el
estereoscopio. B. yema después de la extraccion de capas superficiales. C. yema

introducida en el medio de cultivo.

Evaluacion biométrica

Porcentaje de sobrevivencia

Se calculd el porcentaje de sobrevivencia dividiendo el numero de explantes
desarrollados (vigorosos, no oxidados y sin contaminantes microbianos) sobre el nimero
de explantes introducidos a los 30 dias.

Porcentaje de brotes obtenidos

Se consider6 como brote obtenido aquellos explantes que lograron desarrollarse. El
porcentaje se calculé dividiendo el nimero de brotes obtenidos sobre el nimero de
explantes introducidos por cada tratamiento a los 30 dias.

Numero de hojas

Se contabiliz6 el nimero de hojas de cada explante, ya sean pequefias o grandes por cada

tratamiento a los 30 y 60 dias de introduccion.
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- Longitud del brote
Se evaluo el tamafio del brote con la ayuda de una regla, se midié desde la base del tallo
hasta el término de la hoja del explante por cada tratamiento a los 30 y 60 dias de
introduccion.

3.6.  Disefo experimental

La investigacién tuvo un disefio factorial donde presentdé 3 niveles por cada factor:
Concentracion de BAP 0.5, 1y 1.5 ppm y concentracion de AG3 0.1, 0.5y 1 ppm, tal como
se presenta en la Tabla 1.

Se evaluaron las 9 combinaciones (T1 hasta T9) de los 2 factores con sus respectivos niveles
y 3 réplicas por cada combinacion. Al finalizar se promedio los resultados por réplica 'y se
realizé un analisis de varianza (ANOVA DE DOS FACTORES) a los resultados obtenidos
de nimero de hojas, tamafio de explante, porcentaje de sobrevivencia y porcentaje de brotes
obtenidos por cada combinacion.

Tabla 1: Disefio experimental, concentracion de BAP y AG3.

Tratamientos [BAP] [AG3]

ppm ppm
Blanco (T0) 0 0
T1 0.5 0.1
T2 0.5 0.5
T3 0.5 1
T4 1 0.1
T5 1 0.5
T6 1 1
T7 15 0.1
T8 15 0.5
T9 15 1
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1. Porcentaje de sobrevivencia

Los resultados del porcentaje de sobrevivencia a los 30 dias de establecimiento se presentan
en la Tabla 2, donde se evidencia que los tratamientos T5 (BAP 1 ppm, AG3 0.5 ppm) y T9
(BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) presentaron un 100% de sobrevivencia, siendo los mas dptimos.
Los tratamientos que presentaron un 17% de explantes contaminados u oxidados fueron el
TO (control), T2 (BAP 0.5 ppm, AG3 0.5 ppm) y T7 (BAP 1.5 ppm, AG3 0.1 ppm).
Finalmente, los tratamientos que presentaron menor contaminacién y oxidacién fueron T1
(BAP 0.5 ppm, AG3 0.1 ppm), T3 (BAP 0.5 ppm, AG3 1 ppm), T4 (BAP 1 ppm, AG3 0.1
ppm), T6 (BAP 1 ppm, AG3 1 ppm) y T8 (BAP 1.5 ppm, AG3 0.5 ppm) con un 7% de
explantes que no sobrevivieron.

Tabla 2: Porcentaje de sobrevivencia de explantes a los 30 dias por cada tratamiento

Tratamientos N° de N° de N° de explantes % de
supervivientes explantes contaminados  sobrevivencia

oxidados (hongo,

BAP AG3 bacteria)
TO 0 0 13 2 0 87%
T1 0.5 0.1 14 1 0 93%
T2 0.5 0.5 13 1 1 87%
T3 0.5 1 14 1 0 93%
T4 1 0.1 14 1 0 93%
T5 1 0.5 15 0 0 100%
T6 1 1 14 0 1 93%
T7 15 0.1 13 0 2 87%
T8 1.5 0.5 14 1 0 93%
T9 1.5 1 15 0 0 100%

- Analisis estadistico del porcentaje de sobrevivencia
Se presenta en la Tabla 3 el andlisis de varianza de dos factores del porcentaje de
sobrevivencia a los 30 dias de establecimiento, y se obtuvo el valor de F = 0.5 que es menor

al valor de F critico, a su vez la significancia p = 0.64 es mayor a 0.05, lo cual demuestra
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que los tratamientos no generaron una diferencia significativa con respecto a la
sobrevivencia de los explantes de frambuesa. Teniendo en cuenta que las concentraciones
utilizadas en el proceso de desinfeccion fueron adecuadas, no se evidencio una alta tasa de
mortalidad por oxidacion, ademas se presencié una cantidad baja de contaminacién
microbiana (ejemplo en Figura 14) lo que favorecié al crecimiento adecuado de los
explantes.

Tabla 3: Andlisis de varianza de dos factores del porcentaje de sobrevivencia a los 30 dias
por cada tratamiento

Origendelas Sumade  Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad loscuadrados F  Probabilidad paraF

BAP 0.666666667 2 0.333333333 0.5 0.64 6.94427191

AG3 0.666666667 2 0.333333333 0.5 0.64 6.94427191

Error 2.666666667 4 0.666666667

Total 4 8

4.1.2. Porcentaje de brotes obtenidos

Se muestran los resultados del porcentaje de brotes obtenidos de los 15 explantes por cada
tratamiento en la Tabla 4, siendo el mejor el T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) con un 100%
de brotes por explante introducido. Por otro lado, los tratamientos T5 (BAP 1 ppm, AG3 0.1
ppm), T6 (BAP 1 ppm, AG3 0.5 ppm) y T8 (BAP 1.5 ppm, AG3 0.5 ppm) presentaron un
93% de brotes obtenidos. Mientras que los tratamientos que presentaron menor porcentaje

de brotes fueron los TO (control) y T1 (BAP 0.5 ppm, AG3 0.1 ppm) con un 67%.
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Tabla 4: Porcentaje de brotes obtenidos a los 30 dias por cada tratamiento

Tratamientos N° de % de
brotes brotes
BAP AG3

TO 0 0 10 67%
T1 0.5 0.1 10 67%
T2 0.5 0.5 12 80%
T3 0.5 1 12 80%
T4 1 0.1 11 73%
T5 1 0.5 14 93%
T6 1 1 14 93%
T7 15 0.1 13 87%
T8 15 0.5 14 93%
T9 15 1 15 100%

- Andlisis estadistico del porcentaje de brotes

Se presenta en la Tabla 5 el andlisis de varianza de dos factores del porcentaje de brotes a
los 30 dias de establecimiento, en la cual se evidencia los valores de F calculados 19.6 y 17.2
son mayores que los valores de F critico, a su vez las significancias p son menores a 0.05, lo
cual demuestra que las variaciones en la concentracion de BAP y AG3 son significativas
estadisticamente y tienen relacion con el porcentaje de brotes obtenidos.

Tabla 5: Andlisis de varianza de dos factores del porcentaje de brotes obtenidos a los 30
dias por cada tratamiento

Origen de las Suma de Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad loscuadrados F  Probabilidad para F
BAP 10.888888889 2 5.444444444 19.6 0.00857339  6.94427191
AG3 9.555555556 2 4777777778 17.2 0.01085069  6.94427191
Error 1111111111 4 0.277777778
Total 21.555555556 8
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4.1.3. NuUmero de hojas por explante

a) Resultados a los 30 dias

Los resultados del namero de hojas por explante se muestran en la tabla 6 donde se observa
detalladamente la cantidad de hojas obtenidas por cada uno de los 15 explantes de cada
tratamiento transcurridos 30 dias. Los tratamientos T8 (BAP 1.5 ppm, AG3 0.5 ppm) y T9
(BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) obtuvieron un mayor porcentaje de hojas a los 30 dias de

tratamiento, 2.13 y 2.27 respectivamente.

Tabla 6: NUumero de hojas por explante de frambuesa in vitro obtenidos a los 30 dias de
siembra

NUmero de hojas por explante

Tratamientos Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio
BAP AG3 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TO 0 0 1 0 2 011011 2 1 1 0 1 0 0.80
T1 0.5 01 2 11 2 2 0020 2 0 1 2 0 1 1.07
T2 05 05 2 1 0 011022 2 1 1 2 2 3 1.33
T3 0.5 1 2 1 1 03 2 2 2 2 O 0 3 3 2 2 1.67
T4 1 01 1. 0 2 110122 2 1 0 2 0 2 1.13
T5 1 05 3 2 1 013112 2 2 1 2 1 2 1.60
T6 1 1 2 1 1 111120 2 2 1 2 2 3 1.47
T7 15 01 1 2 3 221322 2 3 0 2 0 2 1.80
T8 15 05 2 2 1 213 2 2 4 2 3 3 0 3 2 2.13
T9 15 1 2 3 3 2 232 22 2 3 1 2 3 2 2.27

- Analisis estadistico del numero de hojas 30 dias
Se evidencia en la Tabla 7 que los valores de F calculados 33.96 y 12.89 son mayores que
los valores de F critico, a su vez las significancias p son menores a 0.05, lo cual indica que

el uso de BAP y AG3 en el medio MS tiene influencia positiva sobre la formacion de hojas.
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Tabla 7: Analisis de varianza de dos factores del nimero de hojas por explante de frambuesa
in vitro obtenidos a los 30 dias de siembra

Origen de las Suma de Grados  Promedio de - Valor critico
variaciones cuadrados . de los F Probabilidad para F
libertad  cuadrados
BAP 0.950422222 2 0.475211111 33.95712584 0.003093784 6.94427191
AG3 0.359355556 2 0.179677778 12.83922191 0.018165097 6.94427191
Error 0.055977778 4 0.013994444
Total 1.365755556 8

b) Resultados a los 60 dias

Tras 60 dias de siembra, el tratamiento T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) obtuvo un promedio

de 4.8 hojas siendo el mejor en cuanto a nimero de hojas por explante tal como se puede

revisar en la Tabla 8, a su vez el tratamiento T4 (BAP 1 ppm, AG3 0.1 ppm) tuvo el promedio

mas bajo (2.13 hojas) similares al tratamiento control (TO: 2.07 hojas).

Tabla 8: Numero de hojas por explante de frambuesa in vitro obtenidos a los 60 dias de

siembra
Tratamientos Numero de hojas por explante Promedio
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
BAP AG3 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

TO 0 0O 223322322 3 2 2 0 3 0 2.07
T1 05 01 233233330 1 2 1 3 3 3 2.33
T2 05 05 43 0032034 3 2 3 3 3 5 2.53
T3 0.5 1 322053432 3 5 5 5 3 3 3.20
T4 1 6t 2 03332122 2 2 3 3 1 3 2.13
T5 1 05 4 2 2 2 23 233 4 4 3 3 3 2 2.80
T6 1 1 32 43 43340 4 4 2 3 3 3 3.00
T7 15 01 3 45332535 4 4 0 4 0 5 3.33
T8 15 05 4 3 3 435 466 5 5 3 0 4 4 3.93
T9 1.5 1 5757 48 43 4 6 5 2 2 4 6 4.80

Analisis estadistico del nimero de hojas 60 dias

Se evidencia en la Tabla 9 que los valores de F calculados 36.43 y 17.07 son mayores que

los valores de F critico, a su vez las significancias p son menores a 0.05, esto respalda la

significancia estadistica del andlisis estadistico realizado con los resultados de 30 dias.
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Tabla 9: Andlisis de varianza de dos factores del nimero de hojas por explante a los 60 dias
por cada tratamiento

Origendelas Sumade  Gradosde Promediode - Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados paraF
BAP 3.674866667 2 1.837433333 36.43291474 0.002708029  6.94427191
AG3 1.7214 2 0.8607 17.06609385 0.011003644  6.94427191
Error 0.201733333 4 0.050433333
Total 5.598 8

4.1.4. Longitud de brote

a) Resultados a los 30 dias

Los resultados de la longitud de brote a los 30 dias se muestran en la Tabla 10, donde se
evidencia que los tratamientos T8 (BAP 1.5 ppm y AG3 0.5 ppm, Figura 18) y T9 (BAP 1.5
ppmy AG3 1 ppm, Figura 20) fueron los mas éptimos con una altura promedio de 1.5 cmy
1.77 cm respectivamente. Mientras que los tratamientos con menor promedio de longitud de
brote fueron el TO (control, Figura 16) y T4 (BAP 1 ppm y AG3 0.1 ppm) teniendo valores

de 0.66 y 0.69 respectivamente.

Tabla 10: Longitud del brote de frambuesa in vitro obtenidos a los 30 dias de siembra

Tratamientos Longitud del brote (cm) Promedio
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
BAP AG3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TO 0 0 07 05 09 05 10 07 05 10 09 07 08 06 00 06 0.0 0.66
T1 05 01 07 06 06 11 10 05 05 06 00 12 05 06 10 05 0.7 0.74
T2 05 05 08 09 00 00 08 07 00 07 11 07 08 09 13 12 13 0.75
T3 05 1 07 07 09 00 08 11 10 10 11 05 05 15 09 0.7 1.2 0.89
T4 1 01 08 00 06 07 06 05 06 09 09 09 08 05 07 05 038 0.69
T5 1 05 10 10 08 05 09 10 06 08 10 09 06 09 0.7 1.0 0.7 0.85
T6 1 1 09 11 10 10 08 12 13 11 00 12 16 10 09 11 11 1.02
T7 15 0.1 13 12 18 09 14 15 14 11 14 19 12 00 11 00 14 1.17
T8 15 05 18 12 11 19 11 22 20 11 15 20 21 17 00 15 13 1.50
T9 15 1 20 20 19 18 19 17 18 16 20 14 20 05 10 15 22 1.77
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- Analisis estadistico de la longitud del brote 30 dias

El analisis de varianza de dos factores con respecto a los tratamientos tras 30 dias se muestra

en la Tabla 11, notando un alto grado de significancia en relacion al tamafio del brote

respaldado por valor F mayor que el F critico y un valor p < 0.05.

Tabla 11: Andlisis de varianza de dos factores de la longitud del brote de frambuesa a los
30 dias por cada tratamiento

Origendelas  Sumade Grados  Promedio de - Valor critico
variaciones  cuadrados de los F Probabilidad para F
libertad  cuadrados
BAP 0.867822222 2 0.433911111 31.91826727 0.003476904  6.94427191
AG3 0.194755556 2 0.097377778 7.163056804 0.047640821  6.94427191
Error 0.054377778 4 0.013594444
Total 1.116955556 8

b) Resultados a los 60 dias

Las longitudes de brotes obtenidos tras 60 dias posteriores a la siembra de cada tratamiento

se presentan en la Tabla 12, donde los tratamientos T8 (BAP 1.5 ppmy AG3 0.5 ppm, Figura

19) y T9 (BAP 1.5 ppm y AG3 1 ppm, Figura 21) fueron los mas optimos teniendo una

longitud promedio de 2.37 y 2.47 cm respectivamente. Mientras que los tratamientos con

menor promedio de longitud de brote fueron el TO (control, Figura 17) y T4 (BAP 1 ppmy

AG3 0.1 ppm) teniendo valores de 1.07 y 1.41 respectivamente.
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Tabla 12: Longitud del brote de frambuesa in vitro obtenidos a los 60 dias de siembra

Tratamientos Longitud del brote (cm) Promedio
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
BAP AG3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TO O 0 09 09 12 1 12 1 08 15 13 12 1 1 009 O 1.07
T1 05 01 15 15 15 17 15 15 15 16 0 1.7 13 15 18 15 15 1.54
T2 05 05 16 15 0 0 15 14 0 15 18 15 15 14 18 17 2 1.60
T3 05 1 15 14 16 0 18 17 18 15 18 14 13 2 17 15 21 1.65
T4 1 01 14 0 16 13 13 14 14 17 16 15 16 12 13 13 12 141
T5 1 05 18 18 15 12 16 15 15 16 18 19 16 2 18 2 19 1.70
T6 1 1 1.6 2 16 13 15 18 18 2 0 1.7 21 19 16 2 21 1.79
T7 15 01 19 2 24 16 2 2 19 18 21 25 2 0 19 0 19 2.00
T8 15 05 23 2 19 25 19 27 29 2 21 29 3 22 0 26 22 2.37
T9 15 1 3 29 27 25 24 28 27 23 3 2 25 15 18 2 3 2.47
- Andlisis estadistico de la longitud del brote 60 dias
El andlisis de varianza de los factores BAP y AG3 con respecto a la longitud de brote (cm)
tras 60 dias de tratamiento mostrado en la Tabla 13, resalta la significancia estadistica con
el valor p<0.05 y el F calculado mayor al F critico.
Tabla 13: Andlisis de varianza de dos factores de la longitud del brote de frambuesa a los
60 dias por cada tratamiento
Origendelas Sumade  Gradosde Promedio de los - Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad cuadrados para F
BAP 0.886466667 2 0.443233333  43.10210697 0.001966375 6.94427191
AG3 0.1664 2 0.0832 8.09076175  0.039283673 6.94427191
Error 0.041133333 4 0.010283333
Total 1.094 8
4.1.5. Modelo estadistico para la longitud de brote y nimero de hojas
Utilizando un disefio central con el programa Minitab 17 se generé un modelo estadistico

con puntos axiales (rango de combinaciones entre 0.5 - 1.5 ppm de BAPy 0.1 — 1 ppm AG3)

que pueda predecir resultados de longitud de brote y nimero de hojas de Rubus idaeus

establecimiento in vitro utilizando yemas como explante.
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- Modelo para longitud de brote

Resumen del modelo

R-cuadrado

5 R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)

Q.0452867 99.19% Q3.40% 93.07%
Y0IOMNG = 2034 -1872 BAP + 0579 AG3 =+ 1,184 BAP*BAP - 0,547 AG3*AG3 + 0,385 BAP*AG

Figura 9. Modelo estadistico para longitud de brote de Rubus idaeus

El modelo generado presenta un R2 mayor al 98% denotando la precision del mismo
teniendo en cuenta el efecto individual del BAP y A3, efecto cuadratico y efecto de la
interaccion de las hormonas en la longitud de brotes de Rubus idaeus en el establecimiento
in vitro usando yemas como explante. En la tabla 14, se muestran los resultados obtenidos

con el modelo generado.

Tabla 14: Datos del modelo estadistico y datos experimentales de longitud de brote tras 60 dias

LONGITUD BROTE
[BAP] [AG3] MODELO  EXPERIMENTAL

ppm  ppm
0.5 0.1 1.47 1.54
05 05 1.64 1.60
0.5 1 1.62 1.65
1 0.1 1.44 1.41
1 0.5 1.69 1.70
1 1 1.76 1.79
15 01 2.00 2.00
15 05 2.33 2.37
15 1 2.50 2.47
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En la Figura 10 se compara los datos predichos versus los datos experimentales de longitud

de brote, corroborando la precision del modelo obtenido.

LONGITUD DE BROTE DEL MODELO VS DATOS
EXPERIMENTALES

E 250 e
= y = 0.9835x +0.039 o
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Figura 10. Comparacién de los datos del modelo estadistico y datos experimentales de longitud
de brote tras 60 dias

- Modelo para numero de hojas

Resumen del modelo

R-cuadrado
5 R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred)
01536367 98.28% Q6.80% 28.68%
¥ HOJAS = 3.565-4.082 BAP + 0.724 AG3 + 2,551 BAPTBAP - 0,152 AG3~AG3 + 0.657 BAP=AG3

Figura 11. Modelo estadistico para numero de hojas de Rubus idaeus

El modelo generado presenta un R2 mayor al 96% denotando la precision del mismo
teniendo en cuenta el efecto individual del BAP y A3, efecto cuadratico y efecto de la
interaccion de las hormonas en el nimero de hojas de Rubus idaeus en el establecimiento in
vitro usando yemas como explante. En la tabla 15 se muestran los resultados obtenidos con

el modelo generado.
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Tabla 15: Datos del modelo estadistico y datos experimentales de longitud de brote tras 60 dias

NUMERO HOJAS

[BAP] [AG3]  MODELO REAL
ppm  ppm
05 0.1 2.27 2.33
05 05 2.65 2.53
0.5 1 3.06 3.20
1 0.1 217 2.13
1 0.5 2.69 2.80
1 1 3.26 3.00
15 01 3.35 3.33
15 05 4.00 3.93
15 1 4.74 4.80

En la Figura 12 se compara los datos predichos versus los datos experimentales de longitud

de brote, corroborando la precision del modelo obtenido.

NUMERO DE HOJAS DEL MODELO VS DATOS
EXPERIMENTALES
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Figura 12. Comparacion de los datos del modelo estadistico y datos experimentales de
numero de hojas tras 60 dias.
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4.2. Discusion

4.2.1. Porcentaje de sobrevivencia

En base al tratamiento de desinfeccion aplicado en la presente investigacion se obtuvieron
un promedio mayor al 92 % de sobrevivencia (considerando el promedio de los tratamientos
1 al 9) lo cual es 6ptimo en comparacion con los datos mostrados por Hine y Abdelnour
(2013) quienes obtuvieron apenas 8% y 2% de sobrevivencia en berries utilizando 2% y
1.5% de NaClO durante 20 minutos en su tratamiento de desinfeccidn. Este es un paso
importante durante el establecimiento in vitro para reducir la contaminacion microbiana
porque dichos microorganismos limitan el crecimiento de los explantes. Sin embargo, este
proceso tiende a ocasionar estrés en los tejidos manifestdndose en la oxidacion y posterior
muerte del material vegetal.

Por otro lado, Allccaco (2016) presentd resultados similares de sobrevivencia (90%) al
utilizar 2.5% de NaClO por 15 minutos, datos que sugieren que la concentracién de 5% de
NaClO usada en la presente investigacion podria disminuirse para obtener menos explantes
oxidados.

En esta investigacién, los explantes se colocaron en una solucién de L-cisteina que es
ampliamente usado para controlar la oxidacion. De acuerdo con George y Sherrington,
citados por Sanchez y Salaverria (2004), la cisteina actta de forma réapida en la eliminacion
de cualquier quinona que se haya liberado del tejido vegetal. En las investigaciones de
Sigarroa y Garcia (2011) se presentd un bajo nivel de fenolizacion en el establecimiento de
Rubus glaucus Benth tras usar antioxidantes como I-cisteina tanto en enjuagues como en el
medio de cultivo, datos que contrastan positivamente con la utilizacion de 1g/L de I-cisteina
en nuestro procedimiento de post desinfeccion.

Es importante resaltar que, luego de la introduccion de los explantes en el medio de cultivo

se mantuvieron por 7 dias en oscuridad. Esto concuerda con Rosas (2021) quien sefiala que
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un periodo de incubacion en oscuridad durante 8 dias afecta positivamente en la reduccién
del proceso oxidativo de los tejidos vegetales.

4.2.2. Porcentaje de brotes obtenidos

Villazon (2017) tuvo un porcentaje de brotes obtenidos (expresados como porcentaje de
regeneracion en establecimiento) en dos especies del género Rubus de 41.11% utilizando 1
ppm de BAP y 33.33% utilizando 2 ppm de BAP a los 30 dias, resultados muy por debajo
de los obtenidos en el tratamiento T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) con un porcentaje de
100% en el mismo tiempo de evaluacidn, lo cual resalta la sinergia del BAP y AG3 con
respecto a la brotacion en la etapa de establecimiento in vitro de Rubus idaeus.

Son muchos factores los que influyen en el desarrollo in vitro de los explantes vegetales,
dentro de los cuales, segiin Kumar y Reddy (2011), estan el tipo de explante, edad, genotipo,
orientacion y posicion del explante, la composicién del medio de cultivo incluyendo los
reguladores de crecimiento. Como menciona Alcantara et al. (2019), existen hormonas
producidas internamente por las plantas, tal como se logr6 evidenciar en el tratamiento
control (TO) que, a pesar de no haber adicionado reguladores de crecimiento al medio de
cultivo el 67 % de explantes se desarrollaron con normalidad. Sin embargo, es importante
resaltar que las hormonas enddégenas no son suficientes para promover un desarrollo 6ptimo
de los explantes, es por ello que se suele utilizar reguladores vegetales exdgenos, puesto que
son mas potentes, lo cual se ve reflejado en el tratamiento T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm)
que tuvo las concentraciones mas optimas logrando el desarrollo del 100 % de los explantes
introducidos.

Es importante mencionar que Kim y Dai (2020) recomiendan ademas utilizar tejidos jovenes
y una adecuada concentracion de reguladores de crecimiento para lograr la induccion de
desarrollo esperado en los explantes, dato importante que se considerd en la etapa de

establecimiento.
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Las citoquininas, como el BAP, se encargan de promover la divisién celular, ademas
potencian el desarrollo de brotes y la diferenciacion de los tejidos vegetales; el acido
giberélico potencia principalmente la elongacion celular y el desarrollo de los segmentos
nodales en condiciones adecuadas de luz y oscuridad (Alcantara et al., 2019). En los
resultados del presente estudio la combinacion de BAP y AG3 influy6 positivamente en la
induccion de brotes, esto segun Jones (2006), se debe a que en las concentraciones adecuadas
de ambos reguladores de crecimiento en el medio de cultivo MS aumenta el porcentaje de
brotes obtenido con respecto a un medio sin promotores de crecimiento. Similarmente,
autores como Cancino et al. (2015) y Mufioz y Reyes (2006) obtuvieron un mejor desarrollo
de sus explantes con la sinergia de BAP y AG3 en el establecimiento in vitro de Rubus
glaucus.

4.2.3. NUmero de hojas por explante

Los resultados de la presente investigacion con respecto al nimero de hojas a 8.5 semanas
(60 dias) en el tratamiento mas éptimo T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm) con 0.56 hojas por
semana son superiores a los reportados por Ugsha (2022) con su tratamiento T1 (0.39 hojas
por brote), donde utiliz6 un medio MS + 1 ppm BAP + 0.25 ppm AG3. Tal autor indica que
la presencia de AG3 en pequefias concentraciones potencia la generacion mitética de hojas.
Al respecto, Jones (2006) reporta un promedio de 0.67 hojas por semana utilizando 1.5 ppm
de BAP, mostrando resultados similares al tratamiento T9 (BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm).

Solis (2019) reportd resultados de 3 hojas en promedio utilizando meristemos axilares como
explante tras 30 dias de establecimiento de Rubus rosifolius Sm. en un medio MS con 1.5 de
BAP, datos ligeramente superiores a los reportados en esta investigacion con el T9 que tuvo
un promedio de 2.27 hojas en 30 dias. Estas diferencias segun Lapiz et al. (2024) se deben

a que la respuesta de las hormonas como BAP presentan diferente eficacia dependiendo el
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genotipo del explante, y menciona que el acido giberélico contribuye en la formacién de

hojas y la elongacion de brotes.

Léapiz et al. (2024) también menciona en su investigacion que explantes del género Rubus
tuvieron un impacto favorable en su desarrollo, tanto en el nimero de hojas como en
longitud, debido a la presencia de 1.5ppm de BAP en el medio de cultivo, contrastando
positivamente con lo mostrado en los tratamientos T8 (BAP 1.5 ppm y AG3 0.5 ppm) y T9
(BAP 1.5 ppm, AG3 1 ppm); ademas afirma que concentraciones superiores a la mencionada

producen un efecto adverso.

4.2.4. Longitud de brote

Solis (2019) presentd una longitud promedio de aproximadamente 1 cm a los 30 dias
utilizando un medio de cultivo con 1 ppm de BAP en Rubus rosifolius Sm., resultados muy
por debajo de los tratamientos T8 (BAP 1.5 ppmy AG3 0.5 ppm) y T9 (BAP 1.5 ppm, AG3
1 ppm) que tuvieron una longitud promedio de 1.55y 1.77 cm respectivamente en el mismo
periodo de evaluacién. Sin embargo, estos datos difieren a lo reportado por Jones (2006) que
obtuvo una altura de entre 1 a 2 cm en tan solo 3 semanas utilizando un medio MS
suplementado con 1.5 ppm de BAP. De acuerdo con Sigarroa y Garcia (2011), la presencia
de AG3 a 0.5 ppm en combinacién con BAP en el medio de cultivo manifestd una mayor
elongacion con desarrollo foliar, esto debido a que las giberelinas inciden en el alargamiento
celular, principalmente de entrenudos e incrementan la produccion de auxinas endégenas,
ademas comenta que la concentracion optima de esta hormona se encuentra en el rango de
0.1 -1 ppm, ya que altas concentraciones de esta hormona pueden ser perjudiciales para el
tejido vegetal generando una alto porcentaje de mortalidad (Andrade et al., 2021).

Villazon (2017) mostré una longitud promedio de brote de 1.15 cm en la etapa de
establecimiento in vitro de Rubus idaeus utilizando 1 ppm de BAP y 1.12 cm utilizando 2

ppm de BAP a los 30 dias, datos ligeramente por debajo del promedio de los tratamientos
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T7 (BAP 1.5 ppmy AG3 0.1 ppm), T8 (BAP 1.5 ppm y AG3 0.5 ppm) y T9 (BAP 1.5 ppm,
AG3 1 ppm) de la presente investigacion, lo cual refleja la significancia del uso de AG3 en

la etapa de establecimiento in vitro.
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CONCLUSIONES

La desinfeccion utilizada en la presente investigacion permiti6 obtener un alto porcentaje
de explantes sobrevivientes (promedio mayor a 92%, considerando el promedio de los
tratamientos 1 al 9). No obstante, no se evidencié significancia estadistica entre
porcentaje de sobrevivencia y las concentraciones de BAP y AG3 en los tratamientos
realizados, esto se relaciona principalmente con factores como la oxidaciéon y los
patégenos internos del explante.

Se evidencié un efecto positivo sobre el porcentaje de brotes obtenidos en los
tratamientos con un promedio del 85%, comparados con el tratamiento control (T0) que
obtuvo un 67%, obteniendo un valor p menor al 0.05 lo cual resalta la significancia
estadistica del experimento respecto a esta variable.

Se determind el efecto de las concentraciones de BAP y AG3 utilizadas en el presente
estudio determinando que la concentracién mas éptima fue el tratamiento T9 (BAP
1.5ppm, AG3 1ppm) que logr6 un promedio de 4.80 numero de hojas a los 60 dias del
establecimiento de Rubus idaeus variedad Heritage, siendo estadisticamente
significativo por el valor p obtenido menor al 0.05.

Se determind el efecto de las concentraciones de BAP y AG3 utilizadas en el presente
estudio determinando que la concentracion mas éptima fue el tratamiento T9 (BAP
1.5ppm, AG3 1ppm) que logré un promedio de 2.47 cm en longitud de brote a los 60
dias del establecimiento de Rubus idaeus variedad Heritage, siendo estadisticamente

significativo por el valor p obtenido menor al 0.05.
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VI.

RECOMENDACION

Se deben realizar estudios utilizando diferentes antioxidantes en el medio de cultivo para
evitar la muerte de los explantes por oxidacion.

Se recomienda profundizar en el uso de otros reguladores de crecimiento en el
establecimiento in vitro de frambuesa ya que segun lo mostrado en la presente
investigacion se puede mejorar aun mas el rendimiento en esta etapa.

Se recomienda considerar el cultivo in vitro con yemas como explante ya que se mostrd
un alto porcentaje de plantulas no contaminadas, datos no muy lejanos al cultivo con
meristemos, pero mucho mas préactico.

Se recomienda realizar ensayos de desinfeccion utilizando otras concentraciones de

agentes desinfectantes que sean menos fitotoxicos.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo Murashigue y Skoog (1962)

Tabla 16. Composicion del medio de cultivo Murashigue y Skoog.

MACRONUTRIENTES mg/L
(NH2) NOs 1650
KNO; 1900
KH2PO4 170
MgS04.7H,0 370
CaCL..2H,0 440
MICRONUTRIENTES mg/L
FeS04.7H.0 27.8
Na;EDTA 37.3
ZnS04.7H0 8.6
MnS0..4H,0 22.3
CuS04.5H0 0.025
Na>Mo004.2H,0 0.25
CoCL..6H:0 0.025
Kl 0.83
H3BOs3 6.2
VITAMINAS mg/L
Myo-Inositol 100
Tiamina HCI 0.1
Acido nicotinico 0.5
Glicina 2
Piridoxina HCL 0.5
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Anexo 2. Plantas madre de Frambuesa del Proyecto Especial CHINECAS

A partir de las plantas madre de frambuesa que se encontraron en los campos del Proyecto
Especial Chinecas, se recolectaron los esquejes de tallo semilefioso como se describio

anteriormente.

Figura 13. Plantas madre de frambuesa Rubus idaeus en Proyecto
Especial CHINECAS.

Anexo 3. Sobrevivencia de explantes

Para evaluar la sobrevivencia de los explantes, se tuvo en cuenta la tasa de contaminacion,

oxidacion y brotacién, lo cual se muestra en la Figura 14.

Figura 14. Yemas de frambuesa. A. Explante contaminado. B. Explante
oxidado. C. Explante con brotacion.



Anexo 4. Yemas de frambuesa establecidas en diferentes tratamientos de BAP y AG3

El material vegetal que se sembrd en el medio de cultivo segun los 10 tratamientos fueron

trasladados a la zona de incubacion con un fotoperiodo de 16/8.

Figura 15. Material vegetal sembrado en zona de incubacion.

A continuacién, se presentan los tratamientos que evidenciaron mejores resultados en
numero de hojas y longitud de brote a comparacién del tratamiento control que no contenia

BAP ni AG3. La Figura 16 y 17 presenta el tratamiento control con los explantes

desarrolladas a los 30 dias y 60 dias, respectivamente.

Figura 16. Yemas establecidas en el Tratamiento control a los 30 dias.
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Figura 17. Yemas establecidas en el Tratamiento control a los 60 dias de introduccion.

Por otro lado, la Figura 18 y 19 presentan las yemas desarrolladas en el medio de cultivo
segun el tratamiento 8 que contuvo 1.5 ppm de BAP y 0.5 ppm de AG3, en las mismas se

destaca la diferencia de vigorosidad y nimero de hojas respecto al tratamiento control.

Figura 18. Yemas establecidas en el Tratamiento 8 a los 30 dias
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Figura 19. Yemas establecidas en el Tratamiento 8 a los 60 dias

Con respecto a la Figura 20 y 21, presentan las yemas desarrolladas en el medio de cultivo
segun el tratamiento 9 que contuvo 1.5 ppm de BAP y 1 ppm de AG3, siendo el mejor

tratamiento en nimero de hojas y longitud de brote.

Figura 20. Yemas establecidas en el Tratamiento 9 a los 30 dias
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Figura 21. Yemas establecidas en el Tratamiento 9 a los 60 dias
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