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Resumen 

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es de interés por su similaridad con el arándano y por sus 

propiedades nutraceúticas. En los últimos años se desarrollaron métodos de propagación para esta 

especie, que permiten superar la dificultad en la obtención de material vegetal de siembra. Sin 

embargo, la introducción in vitro de micro-estacas de agraz provenientes de campo presenta 

limitantes, como oxidación y contaminación. Para lograr controlar estas limitantes se realizaron 

cinco series de experimentos que permitieron establecer las condiciones de desinfección e 

introducción in vitro de microestacas de agraz. Se evaluaron varias fuentes de material vegetal, 

métodos de desinfección y composiciones de medios de cultivo. Se logró obtener porcentajes de 

brotación superiores al 60% cuando se utilizó suplementación de 1 o 2 mg*L-1 de kinetina; 0,5mg*L-

1 de kinetina y 1mg*L-1 de ácido naftanelacético y 2 mg*L-1 de 2-isopentiladenina en medio de 

introducción, utilizando brotes maduros, coincidiendo con bajos niveles de oxidación. Además, se 

logró inducir organogénesis directa sobre medio básico suplementado con L-cisteina (200mg*L-1) y 

tidihazuron (0-4 mg*L-1) a partir de hipocotilos y hojas cotiledonares. En hipocótilos se observó la 

formación de yemas y brotes adventicios, en concentraciones de tidihazuron superiores a 1 mg*L-

1 los brotes y yemas presentaron deformaciones. En hojas cotiledonales se desarrollaron yemas 

adventicias. La mayor inducción de yemas se observó al usar entre 0,5 a 2 mg*L-1 de tidihazuron en 

medio básico. El número de yemas y brotes fue directamente proporcional a la concentración de 

tidihazuron y La calidad de las yemas disminuyó a medida que aumentó su concentración. En esta 

investigación se logró exitosamente la introducción y multiplicación in vitro de agraz empleando 

brotes maduros, en medio de introducción suplementado con kinetina (1-2 mg*L-1) o 2-

isopentiladenina (2 mg*L-1), la germinación in vitro  de plántulas de agraz en medio básico en doble 

fase suplementado con L-cisteina (200 mg*L-1),  y la multiplicación por organogénesis directa al 

usar hojas cotiledonares e hipocótilos cultivados sobre medio básico suplementado con L-cisteina 

(200 mg*L-1)  y tidihazuron (0,01-2 mg*L-1),  lo que contribuye a resolver los limitantes en la 

producción de material vegetal y el cultivo in vitro para esta especie.      

Palabras clave: Contaminación in vitro; oxidación in vitro; inducción de brotación axilar; inducción 

de organogénesis directa; germinación in vitro  
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Abstract 

The Andean blueberry (Vaccinium meridionale Swartz) is of interest due to its similarity to 

blueberry and its nutraceutical properties. In recent years many propagation methods have been 

developed for this species, that allow to overcome the difficulty for obtaining vegetal propagation 

material. Nevertheles, the in vitro introduction of field micro-cuttings presents strong  

difficulties, such as, oxidation and contamination. Five experimental series were carried out to 

establish the conditions of disinfection and introduction in vitro of Andean blueberry hard cutting. 

We evaluated several sources of plant material, disinfection methods and compositions of culture 

media. It was possible to obtain percentages of 60% and superiors the bud break and axillar shoots, 

when used supplementation with kinetin (1-2 mg*L-1); kinetin (0,5mg*L-1) and naphthaleneacetic 

acid (1 mg*L-1) or N6-(2-Isopentenyl) adenine (2 mg*L-1) in culture media of introduction, employed 

matured shoots and this coincide with low level of oxidation.  . In view of the observed difficulty on 

micropropagation of Andean blueberry by micro-cuttings, a process of direct organogenesis 

induction with tidihazuron (0-4 mg*L-1), it was developed on basic medium supplemented with L-

cysteine (200 mg*L-1), from hypocotyls and seed leaves. In hypocotyls, we observed the formation 

of adventitious bud and adventitious shoots, at tidihazuron concentrations above 1 mg*L-1, the bud 

and shoot presented deformations. In seed leaves, adventitious buds were developed. The largest 

bud formation was observed when we used between 0,5 to 2,0 mg*L-1 of tidihazuron.  The number 

of buds and shoots was directly proportional to the concentrations of tidihazuron and the quality 

of the sprouts decreased with increase of the concentration of tidihazuron. In this research was 

accomplished successfully the in vitro introduction and multiplication of Andean blueberry using 

mature  shoots, in introduction medium supplemented with kinetin (1-2 mg*L-1) or N6-(2-

Isopentenyl) adenine (2 mg*L-1), in vitro germination of seedling of Andean blueberry in basic 

medium in dual phase, supplemented with L-cysteine (200 mg*L-1), and the multiplication for direct 

organogenesis in seed leaves and hypocotyls in introduction medium supplemented with 

tidhiazuron (0,01-2mg*L-1). These results help to solve the limiting factors in the production of plant 

material and the in vitro culture for this species. 

Keywords: in vitro contamination; in vitro oxidation; in vitro regeneration; induced axillary 

sprouting; induced direct regeneration; in vitro germination. 
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Introducción 

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es una de las especies arbóreas silvestres de la zona 

altoandina colombiana que producen frutos de valor comercial en el mercado interno y el mercado 

externo   (Centro de Excelencia Fitosanitaria, 2006 A, 2006 B; Gómez Valencia, 2011). La similaridad 

de los frutos del agraz o mortiño con los frutos del arándano y sus propiedades nutraceúticas 

generan una fuerte demanda de estas bayas, alcanzando altos precios al productor o recolector 

(Ramírez Ospina, 2011; Gómez Valencia, 2011). El agraz es conocido en los mercados 

internacionales con el nombre de Bilberry o Colombian Bilberry. El agraz es una de las frutas a las 

cuales se le permite el ingreso al mercado de los Estados Unidos, mayor consumidor mundial de 

Berrys (Centro de Excelencia Fitosanitaria, 2006 A). Por otra parte, el agraz es una alternativa a los 

cultivos ilícitos, los cultivos tradicionales y a otros frutales en la zona altoandina del país. Lo anterior 

propicia la explotación cíclica de las poblaciones naturales de agraz, en épocas de cosecha en 

muchos casos de manera inadecuada, y desarrollo de huertos a partir de estas poblaciones.  

El aprovechamiento comercial de las poblaciones naturales de agraz no responde a la demanda 

actual de sus frutos tanto a nivel nacional como internacional.  Esto genera una fuerte demanda de 

material de siembra de agraz para el desarrollo de nuevas áreas cultivadas que puedan suplir la 

demanda de este fruto. Sin embargo, no existe una oferta constante de material de siembra de 

agraz que supla esta necesidad. Este problema se ocasiona debido a la falta de técnicas de 

propagación convencionales o in vitro de esta especie. La dificultad en la propagación del agraz ya 

sea por vía sexual o asexual dificulta la expansión del cultivo y favorece la sobreexplotación de las 

poblaciones y rodales naturales, y por lo tanto el desarrollo de cultivos productivos de agraz es 

limitado en el país (Magnitskiy y Ligarreto 2009). Un suministro constante de plántulas de agraz de 

buena calidad permitiría el desarrollo de zonas productoras y el desarrollo de una cultura de 

producción.  

La producción de plántulas de agraz para establecimiento de cultivos por propagación asexual 

tradicional (estacas o acodos) y propagación sexual no cubren la demanda de estas y son producto 

de esfuerzos individuales de los productores. La micropropagación de agraz es una alternativa para 

la obtención de material de siembra de agraz y esta permite el mantenimiento de genotipos 

promisorios para el desarrollo de cultivares o la utilización de clones de excelente comportamiento 

agronómico como materiales de siembra (Montaña, 2004; Tabares, 2004; Guzman-C, 2005; 

Montaña y Perea, 2005; Quintero, 2007; Rache y Pacheco, 2010; Loaiza y Alzate,2011 y Castro y 

Guzman, 2013); sin embargo, se han desarrollado pocos estudios de micro propagación para el 

agraz. Por lo tanto, es importante desarrollar alternativas de introducción y multiplicación in vitro 

de agraz que permitan establecer un programa de micropropagación, que responda a las 

necesidades y las características propias del cultivo y su producción. 

El presente estudio tuvo como objetivo establecer técnicas y procedimientos de introducción y 

multiplicación in-vitro de agraz (Vaccinium meridionale Swartz) que ayuden superar las dificultades 

de propagación de la especie, por medio de: 1) El desarrollo de un procedimiento de introducción 

in vitro de micro-estacas maduras de agraz provenientes de poblaciones naturales; 2) El 
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establecimiento de un protocolo de germinación in vitro de semillas de agraz; y 3) El desarrollo de 

un protocolo de multiplicación in vitro de agraz por medio de la inducción de organogénesis directa 

en hipocótilos y hojas cotiledonares de agraz obtenidas semillas germinadas in vitro; con el fin de 

ser un punto de partida, para el desarrollo de procedimientos de propagación masiva de materiales 

elite de agraz identificados por medio de procesos de selección in situ y o participativa en 

poblaciones naturales y rodales productivos de Vaccinium meridionale. 
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1. Propagación convencional e in vitro del agraz o 

mortiño (Vaccinium meridionale) 

El mortiño o agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es un arbusto de 1 a 3,5 metros de altura, el cual 

produce frutos comestibles similares en sus cualidades organolépticas al arándano (Centro de 

Excelencia Fitosanitaria, 2006 A, 2006 B). Generalmente, el agraz es muy ramificado, con copa 

redondeada; hojas y ramas nuevas de color granate y luego verde pálido; corteza de color pardusca 

la cual se descascará. Las hojas del agraz son alternas, coriáceas, glabras, elíptico-oblongas de base 

y ápice agudos, con bordes tenuemente crenulados. El agraz presenta inflorescencias terminales o 

axilares en racimos inclinados que se encuentran hacia al ápice de las ramas, con la presencia de 

varias brácteas en la base.  Las flores son pequeñas, de color blanco con un pedúnculo rojizo de 3 

a 4 mm. El fruto es una baya globosa y carnosa de 8 a 14 mm de diámetro, de color morado oscuro 

a negro al madurar (figura 1); las semillas son numerosas y pequeñas (Chaparro & Ramirez, 1993).  

El agraz pertenece al orden Ericales, la familia Ericaceae, al género Vaccinium y la especie 

meridionale.  

 

Figura 1.1: Fructificación de agraz (Vaccinium meridionale Swartz) en racimo sobre una rama axilar. 

Berazin (1989) indica que, el agraz (Vaccinium meridionale) se encuentra en Jamaica, Venezuela, 

Perú y Colombia. Por otra parte, Hoyos-G, (2006) reporta que el agraz o mortiño se puede 

encontrar en las zonas andinas de Suramérica, desde Ecuador hasta Venezuela, y los bosques de 

montaña en Jamaica.  

En Colombia se reportó la presencia de agraz en los departamentos de: Antioquia, Boyacá, Cauca, 

Cundinamarca, Magdalena, Huila, Nariño, Santander y Valle del Cauca, con una distribución 
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altitudinal entre los 1.800-3.800 msnm (Chaparro & Becerra, 1995). Se encuentran poblaciones 

silvestres en las tres cordilleras a alturas ya mencionadas (Hoyos-G, 2006). También se encuentran 

poblaciones semi-cultivadas e incipientes cultivos en Antioquia y el altiplano Cundiboyacense 

(Medina Cano & Lobo, 2004; Medina et al., 2009; Ligarreto et al., 2011). 

La producción mundial de arándano y frutos similares, entre los cuales se encuentra el agraz fue en 

el año 2013 de aproximadamente 420.379 toneladas en un área cosechada de 88.157 hectáreas 

con una producción promedio de 4,8 t/ha, con un valor de 979,68 millones de dólares. Los Estados 

Unidos son el principal productor a nivel mundial con una producción en el 2013 de 239.071 

toneladas seguido de Canadá con una producción de 109.007 toneladas (Faostat, 2016). El principal 

consumidor e importador son los Estados Unidos con un consumo per cápita de arándanos frescos 

de 0,5 Kg (Pollack & Perez, 2009; Garcia Rubio et al., 2013). Resulta muy importante anotar que los 

Estados Unidos han abierto su mercado al agraz colombiano (Centro de Excelencia Fitosanitaria, 

2006 B). 

En los últimos años el agraz se ha venido transformando en un cultivo de alto valor económico con 

destino a los mercados de alto poder adquisitivo e internacionales, esto se debe a la similaridad del 

agraz con el arándano o blueberry y otras frutas similares del género Vaccinium con las cuales 

comparte propiedades de alimento funcional. Otro valor agregado para el contexto colombiano es 

que el agraz es considerado como una alternativa a los cultivos ilícitos especialmente en zonas altas 

del país (Ramírez Ospina, 2011; Gómez Valencia, 2011). 

El aprovechamiento en Colombia del agraz se restringe al manejo ocasional y cíclico de las 

poblaciones naturales, especialmente en épocas de cosecha. El desarrollo de cultivos de agraz es 

limitado en el país. Uno de los aspectos que limita el establecimiento de cultivos de agraz, es la 

escasez de material de siembra. Un suministro constante de plántulas de agraz de buena calidad 

permitiría el desarrollo de zonas productoras, con una cultura de producción propia; sin embargo, 

el suministro de plántulas de agraz ya sean provenientes de micropropagación, estacas o semillas 

es escaso, porque la producción de material de siembra es bastante complicada. Aun así, distintos 

autores han realizado diferentes esfuerzos por establecer procedimientos de propagación 

convencional e in vitro del agraz.  

1.1 Propagación convencional del agraz o mortiño 

En la actualidad el agraz es propagado por clonación por medio de acodos, reiteraciones, y micro-

estacas ó por plantulación a partir de semilla sexual. Este último es el metodo más utilizado para 

producir material de siembra de agraz en Colombia. 
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1.1.1 Plantulación 

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es propagado en Colombia, a través del proceso de 

plantulación a partir de la germinación de las semillas (Medina et al., 2009; Corantioquia, 2009; 

Ligarreto, 2011).  

Las semillas de agraz son obtenidas de dos maneras:  

1) Por medio de maceración de frutos completamene maduros a mano o sobre un cedazo en 

un recipiente con agua, para permitir la precipitación de las semillas viables. Posterior a 

esto, el macerado es lavado con agua corriente para separar las semillas adheridas a los 

restos de fruto. Como resultado de este proceso se obtiene un precipitado de semillas 

viables al fondo del recipiente libre de residuos. Las semillas luego son recuperadas por 

medio de un proceso de filtración utlizando una malla muy fina y posteriormente secadas 

a la sombra (Medina, et al., 2009; Corantioquia, 2009). 

2) Por medio de la trituración manual de frutos maduros  secos, y posterior separación 

manual de la semilla de la pulpa seca. Posteriormente los restos de fruto aún presentes 

son separados por medio de la aplicación de aire sobre la mezcla de semillas y restos de 

mesocarpo  (Ligarreto, 2011).  

Las semillas son sembradas y sobre bandejas de germinación que contienen alguno de los 

siguientes sustratos: a) suelo orgánico y escoria de carbón a proporciones iguales, b) suelo orgánico 

y arena de río a proporciones iguales (Ligarreto, 2011) o c) suelo orgánico, arena y micorriza 

comercial a una proporcion de 7,5 : 1,5 : 1 respectivamente (Medina et al. 2009). Igualmente se 

recomienda que los sustratos sean elaborados apartir de suelo donde se encuentre agraz 

establecido naturalmente, con el fin de aportar el inoculo inicial de hongos formadores de 

micorrizas ericoides propias del agraz. Además, se aconseja que el sustrato final presente un pH 

alrededor 4,5 a 5,5 (Ligarreto et al. 2010). Es importante anotar que las semillas no deben cubrirse 

con sustrato ya que estas son semillas fotoblásticas positivas es decir requieren de luz para su 

germinación (Magnistky y Ligarreto, 2007; Medina et al. 2009; Hernández et al., 2009; Hernández 

et al., 2012; Castro et al., 2012). Además, el sustrato debe mantenerse húmedo. 

Las semillas también pueden germinar sobre papel absorbente húmedo en la caja de Petri 

(Ligarreto 2011) o sobre una capa de agua destilada estéril en frascos de 120 cc (Castro et al., 2012). 

En estos casos las semillas deben ser trasplantadas apenas germinen a bandejas de germinación 

que contengan alguno de los sustratos ya mencionados, con el fin de permitir el desarrollo del 

sistema radical. 

De acuerdo con, lo reportado por Chaparro y Ramírez (1993) el inicio de la germinación de las 

semillas de agraz se da entre los 20 y 22 días después de la siembra (DDS), y abarca hasta los 42-45 

DDS y un porcentaje de germinación aproximado es de 64%. Vallejo (2000) reportó un porcentaje 

de germinación del 82,7% de las semillas de agraz. Hernandez et al., (2009) reportaron un 
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porcentaje de germinación de 63% a 21 °C y un porcentaje de viabilidad de 84,2% de las semillas 

de agraz. Igualmente reportan que las semillas presentan latencia fisiológica no profunda, la cual 

se puede romper al sumergir durante 24 horas las semillas en una solución de ácido giberélico (GA3) 

a concentraciones entre 500 y 2000 mg*L-1 alcanzando tasas de germinación entre 93 y el 98%. 

Ligarreto (2011) reporta tasas de germinación de las semillas de agraz alrededor del 90% y que la 

germinación empieza alrededor 25 días después de la siembra.  Castro et al., (2012) reportaron 

tasas de germinación alrededor del 80% de semillas de agraz almacenadas durante una semana, 

extraídas de frutos maduros y muy maduros, al sembrar en agua destilada estéril, a una 

temperatura promedio de 18 °C y bajo luz continua, con un inicio de germinación a los 14 DDS y un 

tiempo promedio de germinación entre los 33 y 37 días. Hernández et al. (2012) reportaron tasas 

de germinación entre 50 y el 76% de semillas de agraz almacenadas a temperaturas de 10 °C, 0 °C 

y -10 °C con tiempos de almacenamiento entre los cuatro y doce meses.  

En semillero a partir de la germinación las plántulas de agraz o mortiño crecen alrededor de un 

centímetro por mes (Cardozo et al., 2010). Estas se encuentran listas para trasplante a bolsa 

aproximadamente 451 DDS. Las plantas de agraz se encuentran listas para trasplante a sitio 

definitivo aproximadamente 622 días después del trasplante a bolsa (Medina et al., 2015).     

1.1.2 Acodos aéreos 

Esta práctica de propagación vegetal, permite la multiplicación de pequeños números de plantas 

apartir de materiales seleccionados por parte del agricultor. En el caso del agraz, un especie de 

cultivo y manejo incipiente, el uso de acodos aéreos permite a los agricultores aumentar el número 

de plantas de agraz en sus huertos a partir de sus mejores materiales. Por otra parte, esta técnica 

permite el rescate de genotipos elite que se encuentren en  los rodales de Vaccinium meridionale 

que sean identificados en estudios de caracterización y selección in situ. 

Los acodos aéreos permiten el enraizamiento de ramas maduras, sin separarlas de la planta madre. 

Para esto  se selecciona una rama vigorosa y de buen porte con un diametro de 1,2 cm 

aproximadamente, de un arbusto de agraz destacado por la calidad de su producción, su 

productividad y su desempeño sanitario. En cada rama seleccionada a una distancia aproximada 

entre 40 y 50 cm del apice se realiza un anillado de dos a dos y medio centimetros de ancho, 

retirando la corteza de este. Sobre la herida causada por el proceso de anillado se aplica 

cubriendola en su totalidad con Hormonagro N° 1 ® ( ácido naftalenacético (ANA) 0,4%) o una 

mezcla 1:1 de cristal de sabila y Hormonagro N° 1 ®, posterior a esto una sección de la rama de 

alrededor de 10 cm en medio de la cual se encuentra del anillado es arropada con una capa de 

sustrato bien humeda de al menos tres centimetros de espesor, luego de esto la capa de sustrato 

es envuelta con una capa de plastico trasparente  y posteriormente enfundado en una capa de 

plastico negro que impide la exposición solar. Inmediatamente despues de colocar las cubiertas 
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plasticas estas son atadas en los extremos para evitar la perdida de humedad del sustrato y 

promover el desarrollo de raices adventicias. 

Entre el tercer y cuarto mes se observa la formación de callo y desarrollo de raices incipientes sobre 

el anillado. Entre el sexto y séptimo mes se obtiene un fuerte desarrollo radical que garantiza la 

supervivencia del acodo. En este momento se procede a separar el acodo de la planta madre.  

Los acodos obtenidos son transplantados a bolsas de uno a 2 L que contengan un sustrato orgánico 

y suelto. Los acodos transplantados se mantienen bajo sombrio, con humedad constante y y una 

temperatura promedio entre los 18 y 20 °C durante tres o cuatro meses. En el momento que se 

observan nuevos brotes foliares el acodo se encuentra listo para su transplante a sitio definitivo. 

(Ligarreto 2011; Ligarreto et al., 2013).  

1.1.3 Reiteraciones 

El agraz al igual que otras especies de Vaccinium es capaz de cubrir extensas areas, por un solo 

genotipo, debido a la capacidad  de generar brotes a partir de estolones, raices o tallos que caen al 

suelo y generan un sistema radical alterno, los cuales se independizan funcionalmente  de la planta 

madre. Estas plantas derivadas de otras se conocen como reiteraciones 

Estos brotes pueden ser aprovechados en la multiplicación en finca. Para esto se extrae la 

reiteración del lugar en el cual se desarrolla con cuidado de tomar parte del suelo en el cual se 

encuentra. Luego esta es sembrada en una bolsa para vivero adecuada para el tamaño de la 

reiteración, que contenga un sustrato organico de buenas condiciones fisicas. Cuando la reiteración 

presente nuevos brotes foliares esta puede ser transplantada a sitio definitivo (Ligarreto et al., 

2010; Ligarreto 2011).       

1.1.4 Estacas      

Aunque la propagación por semilla del agraz es relativamente exitosa, este tipo de propagación 

genera poblaciones de alta variabilidad fenotípica y genotípica en las características agronómicas y 

de producción, y por lo general es utilizado en el desarrollo de nuevos cultivares del género 

Vaccinium, (Hancock, et al., 1992) aunque en el agraz se utiliza para la generación de material de 

siembra (Medina et al., 2009; Corantioquia, 2009; Ligarreto, 2011). Por otra parte, la propagación 

a traves de acodos aéreos y reiteraciones le permite al agricultor multiplicar sus mejores materiales 

y generar estructuras de manejo agronómico adecuadas, lo que genera pocos individuos por ciclo 

de propagación, y por lo tanto, es muy lenta para el desarrollo de nuevas plantaciones. Por esta 

razón se han realizado varios esfuerzos independientes para el desarrollo de un sistema de 

propagación masivo, que permita la multiplicación de genotipos elite en poco tiempo y el desarrollo 
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de nuevas plantaciones con estos materiales. Uno de estos sistemas de propagación masiva es la 

propagación por estacas. 

Quintero (2007) inició los estudios sobre propagación masiva por medio estacas de agraz 

(Vaccinium meridionale) y encontró que el uso de micro-estacas obtenidas de ramas jóvenes con 

una longitud aproximada de 4 cm y manteniendo las  hojas presentaban actividad rizogénica, y se 

logró un enraizamiento superior al 90% después de 40 días después de siembra (DDS),  

manteniendo las estacas a temperatura de 22 °C y una humedad relativa del 80%, con el uso o no 

de ácido indolbutírico (AIB) a concentraciones de 1000, 3000 y 5000 mg*L-1. Castrillon et al. (2008) 

registraron que la inmersión por dos horas del extremo basal de estacas jovenes de agraz en una 

solución de reguladores auxínicos (1, 10 y 100 mg*L-1 de AIA; 50; 200 y 500 mg*L-1 de ANA y AIB)  

aumenta la viabilidad de estas, y que su longevidad aumenta a medida que se incrementa la 

concentración de auxinas en la solución de enraizamiento, sin embargo no observan 

enraizamiento. Igualmente reportan que el uso de AIB a 200mg*L-1 en mezcla con talco permite un 

enraizamiento del 18,7% de la estacas a los 60 DDS el cual es muy inferior al reportado por  

Quintero (2007). Ligarreto (2011) indica que el uso de AIB a una concentración de 1000 mg*L-1 con 

talco a una proporción 1:1  o de ANA al 0,4%  (Hormonagro N° 1 ®) en mezcla con extracto de sabila 

en igual proporción permiten tasas de enraizamiento entre 35 y 60%  a los 60 DDS. 

En cuanto a las estacas leñosas y semi-leñosas se ha observado que presentan muy baja tasa de 

enraizamiento a los 60 DDS (Ligarreto et al., 2006; Quintero 2007; Rodriguez 2015). Esta respuesta 

también fue reportada  en Vaccinium floribundium (Novoa 2010; Magnitskiy et al., 2011) y 

Vaccinium corimbosum (Hancock et al., 1992; Gough, 1993; Cooperative extension service, 2013) 

por lo tanto, las estacas requieren para su enraizamiento largos periodos de tiempo alrededor de 

cinco meses, manteniendo una alta humedad relativa y sustratos a capacidad de campo (Hancock, 

et al., 1992; Gough, 1993; Novoa 2010; Cooperative extension service, 2013).    Por lo tanto, se 

recomienda el uso de estacas jóvenes de 4 a 5 cm de longitud en estado tres (Anexo C), 

manteniendo de dos a tres hojas superiores y la aplicación en la parte inferior de estas de una 

mezcla de AIB a 1000 mg*L-1 y talco a igual proporción o ANA al 0,4%  (Hormonagro N° 1 ®) en 

mezcla con extracto de sabila en igual proporción y posterior siembra en un sustrato orgánico 

mineral con una buena retención de humedad.  Siguiendo el procedimiento anterior a los 60 DDS 

se obtendrán tasas de enraizamiento entre el 35 y 60 % y de acuerdo con Medina et al. (2015) entre 

los 15 y 18 meses las estacas se encuentran listas para trasplante a sitio definitivo.  

1.2 La micropropagación en especies del género Vaccinium 

Otra alternativa para la propagación del agraz es la propagación in vitro, la cual permite obtener 

un número alto de plantas de alta calidad con características similares. Además, estas plantas 

pueden fijar características deseables de las plantas madres, permitiendo el rápido desarrollo de 
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materiales de campo (Henao, 1991). Estas herramientas son fundamentales en el desarrollo de 

nuevos cultivares y la generación de nuevos materiales de mejoramiento, a través del escalamiento 

de la producción de material vegetal por medio de la micropropagación, el rescate de embriones y 

el cultivo de anteras. Igualmente, el cultivo de tejidos es esencial para la generación de materiales 

transgénicos mediante el uso de los distintos métodos de regeneración in vitro (Vasil, 1986; Roca 

& Mroginski, 1991; Davey & Anthony, 2010; Mohan Jain & Ochatt, 2010). 

El establecimiento del cultivo del género Vaccinium a lo largo del siglo XX y su distribución 

alrededor de la Tierra se logró gracias al desarrollo de varios procedimientos de multiplicación in 

vitro especialmente de las especies cultivadas V. corymbosum (Lyrrene, 1978; Chandler y Draper, 

1986; Eccher y Noe, 1989; Noe y Eccher, 1994; Noe et al., 1998; Litwinczuk et al., 2005; Tetsumura 

et al., 2008; Celik y Serhat, 2009; Ristow et al., 2009; Ross y Castillo, 2009; Hine y Abdelnour, 2013) 

V. virginatum (Lyrrene, 1978; Couto et al., 2006; Couto et al., 2008; Damiani y Wulff, 2008; Damiani 

y Wulff, 2009) V. angustifolium (Nikerson, 1978; Frett y Smagula,1983; Brissette et al., 1990; 

Debnath, 2004, Debnath, 2007), V. macrocarpon (Marcotrigiano et al., 1995; Qu et al., 2000; 

Debnath y McRae, 2001) y V. myrtillus (Shibli y Smith, 1996; Jaakola et al., 2001), entre otros. 

El crecimiento in vitro y el establecimiento de las especies de Vaccinium se ve limitado, 

especialmente si el material vegetal proviene de campos de cultivo o rodales naturales (Brissette, 

et al., 1990; Reed & Abdelnour-Esquivel, 1991). Lo anterior es debido a la fuerte contaminación 

que presenta el material vegetal, y a la oxidación y posterior muerte de los explantes debido a los 

fuertes tratamientos de desinfección, necesarios para controlar la contaminación (Jaakola, et al., 

2001). 

Los procesos de micropropagación del género Vaccinium es realizada a través de la inducción de 

dos procesos distintos, los cuales son: 1) Proliferación de yemas axilares y brotación axilar y 2) 

Generación de brotes adventicios. Los explantes iniciales comúnmente utilizados son: Tallos de 

reciente brotación o segmentos nodales con yemas activas con el fin de generar brotación axilar y 

proliferación de yemas axilares, y hojas jóvenes e hipocotilos para la generación de brotes 

adventicios (Debnath, 2006).  

En general la proliferación de yemas axilares y brotación axilar requiere del uso de altas 

concentraciones de citoquininas y bajas concentraciones de auxinas. Las citoquininas con mayores 

reportes son 2-isopentiladenina (2-iP), zeatina, y tidihazuron (TDZ), aunque también se tienen 

reportes de bencilaminopurina (BAP), y kinetina (Anexo A). Uno de los principales problemas de la 

proliferación de yemas axilares y brotación lateral es la generación de callo no deseado en los 

cortes y la generación a partir de estos de brotes adventicios al usar altas concentraciones de 

citoquininas en el medio de cultivo, que pueden generar plantas fuera de tipo (Debnath, 2006). 

En el desarrollo de brotes adventicios se utilizan como explantes iniciales hojas cotiledonares, 

hipocótilos, hojas jóvenes y tallos jóvenes. Este se puede dividir en tres pasos que son: (1) 
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Formación de yemas adventicias viables sobre la superficie del explante; (2) elongación de las 

yemas y (3) enrizamiento de los brotes. En el primer paso en general se usan combinaciones 

citoquinina-auxina en altas concentraciones, sin embargo, se destaca el uso de TDZ en 

concentraciones de 1-10.0 μM.  En el segundo paso generalmente se usa una suplementación con 

niveles bajos de citoquininas y auxinas y en el tercero el uso de auxinas. Por otra parte, el cultivo 

in vitro del género Vaccinium requiere del uso de concentraciones de sacarosa alrededor de 20 

gr*L-1 (Debnath, 2004, 2005) y pH de 4,5 a 5,5 (Ostroluka, 2010). En general el número de brotes 

aumenta al aumentar la concentración de las citoquininas en los medios de cultivo, pero su vigor, 

calidad y altura disminuye (Debnath, 2004, 2008; Pereira 2005).        

1.3 Algunas experiencias en la propagación in vitro del agraz o 

mortiño (Vaccinium meridionale Swartz)  

Las primeras experiencias sobre la propagación in vitro del agraz (Vaccinium meridionale) se 

realizaron sobre semillas y yemas laterales en estudios realizados por Montaña (2004) y Guzmán-

C, (2005).  

Montaña, (2004) estableció que semillas de agraz obtenidas de frutos maduros y secos, sometidas 

a un proceso de imbibición por 10 a 12 horas, y posteriormente desinfectadas con una solución de 

hipoclorito de sodio al 2% durante 20 minutos, al ser introducidas en medio Murashige & Skoog 

(MS) gelificado con agar, a 26 °C, en un fotoperiodo de 12 horas luz /12 horas de oscuridad y una 

intensidad lumínica de 1000 lux se observa la emergencia de la radícula alrededor de cuatro a seis 

semanas. Por otra parte, también establece que al introducir yemas y segmentos nodales de agraz 

en woody plant medium (WPM) suplementado con 10 µM de 2-iP seis semanas después de su 

introducción las yemas se mantienen verdes y vigorosas. Además, este autor señala que al 

introducir de forma horizontal segmentos nodales de alrededor de tres centímetros de largo con 

dos o tres yemas en medio WPM suplementado con 2-iP a 10 µM a 20 °C, un fotoperiodo de 12/12 

y una intensidad lumínica de 1000 lux se logra aumentar ostensiblemente la tasa de multiplicación 

de las yemas. Adicionalmente, establece que la formación de yemas y brotes adventicios sobre 

hojas de agraz sobre medio WPM suplementado con 0-10 µM de 2-iP luego de seis semanas de 

cultivo in vitro sobre la cara adaxial.  La elongación de los brotes se logra por sub-cultivo en WPM 

suplementado con bajas concentraciones de citoquininas o sin reguladores de crecimiento.             

Guzman-C (2005) logra la introducción in vitro de semillas en ½ MS, sin el uso de reguladores de 

crecimiento, alcanzando un 90% de germinación a la cuarta semana de cultivo in vitro, 

observándose crecimiento continuo de las plántulas y buen vigor. En cuanto el uso de yemas 

Tabares, (2004) y Guzman-C, (2005) reportan que se obtiene el establecimiento in vitro de yemas 

de Agraz al usar medio Murashige y Skoog suplementado con BAP a 0,5 mg*L-1 y ANA a 0,5 mg*L-1 
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y MS suplementado con BAP a 2,0 mg*L-1 y ANA a 0,5 mg*L-1 encontrando un porcentaje de 

formación de brotes del 63 y 75%. Luego del sub-cultivo bajo los mismos medios se observa 

elongación de los brotes, alcanzando 1,5 cm de altura con la presencia de cuatro a cinco hojas 

verdaderas, cuatro semanas luego del sub-cultivo. Igualmente observan la formación de raíces.  En 

cuanto al proceso de desinfección Tabares, (2004) y Guzman-C, (2005) reportan que tanto las 

semillas, como las yemas de agraz deben sumergirse en una solución de jabonosa-alcalina en 

constante agitación y varios enjuagues con agua micro-filtrada y posterior desinfección con una 

solución de hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos y posterior lavado con agua micro-filtrada 

antes de la introducción. 

Quintero (2007) evaluó tres tipos de explantes (hoja, yema apical y yema subapical) provenientes 

de plantas de agraz de dos años, en tres medios de cultivo MS, WPM y Driver y Kuniyuki (1984) y 

tres diferentes citoquininas BAP, TDZ y Kinetina a concentraciones de 0,1, 1,0, 10,0 µM, en 

combinación de ácido indolacético (AIA) a las mismas concentraciones. Este autor encontró que 

solo se logró el desarrollo de las yemas preexistentes al usar BAP a 1µM y ANA a 10 µM en medio 

MS y BAP a 10 µM y AIA a 1 µM cuando empleó como explante yemas apicales y sub-apicales, con 

las demás suplementaciones no se observó crecimiento. En cuanto al uso de hojas encontraron que 

estas permiten la formación de callo sobre los bordes de las hojas en diferentes combinaciones de 

TDZ y ANA pasados 40 días después de la introducción, y observó la formación de brotes a partir 

de los callos cuando la suplementación fueron las siguientes: 1) 0,1 µM de TDZ y 10 µM de ANA, 2) 

0,1 µM de TDZ y 3) 1 µM de ANA y 1 µM de TDZ y 0,1 µM de ANA. A los 70 días después de la 

introducción se observó la elongación de los brotes en la segunda combinación.            

Rache y Pacheco (2010) evaluaron el efecto de cuatro distintos medios de cultivo, WPM, MS/3, 

Anderson (AND), y Kyte (1987) suplementados con 59,05 μM de 2-iP o 13,3 μM de benciladenina 

(BA) y 17,13 μM de AIA sobre la brotación inicial de segmentos caulinares apicales de agraz. Estos 

autores reportan que los explantes utilizados en la introducción sufren una paulatina necrosis que 

alcanzó el 70% cuando se utilizó como medio de introducción WPM o AND suplementados con 2-

iP, en cambio cuando se utilizó como medio de introducción MS/3 suplementado con 2-iP o BA se 

observó que la necrosis de los explantes fue inferior al 30%. Por otra parte, se observó que los 

explantes cultivados en ⅓ MS suplementados con 59,05 μM 2-iP y 17,13 μM de AIA presentaron 

una excelente capacidad para reactivar y desarrollar yemas axilares con un promedio 4,5 brotes 

por explante superior a todos los tratamientos probados.  En otro experimento se probó el efecto 

de utilizar el medio ⅓ MS en tres fases (liquida, sólida y en doble fase) sobre la multiplicación y 

proliferación de los brotes de 7,5mm obtenidos in vitro, y se observó que al utilizar el medio de 

introducción en doble fase se da una mayor capacidad de generación de brotes (7,5 

brotes/explante) in vitro que en medio solido (tres brotes/explante) y medio liquido (5,9 

brotes/explante). En otro ensayo probaron el efecto de tres distintos medios de elongación sobre 

los brotes desarrollados encontrando que la mayor elongación se obtuvo sobre MS/3 
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suplementado con 3 gr*L-1 de carbón activado obteniéndose brotes de 2,6 cm.  Igualmente 

encontraron que la inducción in vitro del enraizamiento con 11.42, 22.84 μM o 24,69 μM de AIA 

más 3 gr*L-1 de carbón activado por 45 días, aunque no se generaban raíces in vitro si permitía el 

enrizamiento ex vitro de la totalidad de los brotes utilizados. Por otra parte, encontraron que el 

enraizamiento ex vitro de los brotes sin realizar inducción in vitro alcanzó el 88% cuando no se 

usaron reguladores de crecimiento, el 56% realizando dos pulsos por dos minutos en una solución 

de 5.37 μM de ANA y el 16% realizando dos pulsos por dos minutos en una solución de 32.22 μM 

de ANA de los brotes de agraz propagados in vitro.  Cuando se utilizaron macollas el enraizamiento 

ex vitro alcanzo el 91% al realizar dos pulsos por dos minutos en una solución de 4.9 μM de AIB. 

Por otra parte, observaron del 88-100% de las plantas endurecidas reactivaban el crecimiento. 

Loaiza y Alzate, (2011) lograron introducir mini-estacas obtenidas de brotes inducidos por poda de 

arbustos maduros de agraz luego de un fuerte proceso de desinfección en medio WPM, 

suplementado con 1 mg*L-1 de carbendazin con el fin de evitar la contaminación de los explantes, 

logrando un establecimiento del 90% y una reducción significativa de la contaminación. Por otra 

parte, Loaiza y Alzate, (2011) y Castro y Álvarez (2013) indican que al usar una suplementación con 

2-iP a concentraciones de 5 a 20 µM se obtienen brotes de buena calidad, presentando mayor 

altura y calidad de estos a una concentración de 5 µM y mayor número de brotes a 20 µM. 

Igualmente aseguran que obtienen enraizamiento ex vitro del 66 al 80 % de acuerdo con el genotipo 

en cámara húmeda, sobre turba, luego de ser sumergidos en una solución 2000 mg*L-1 de AIB. 

La multiplicación in vitro del agraz requiere de la obtención de micro-estacas a partir de brotes 

maduros, que deben ser sometidas a un fuerte proceso de desinfección, para posteriormente ser 

introducidas en medios cultivo con bajas concentraciones de sales, con un pH ajustado entre 5 y 

5,5, suplementados con antioxidantes y citoquininas a diferentes concentraciones, de las cuales las 

más utilizadas son la zeatina y 2-iP.  El enraizamiento de los brotes debe realizarse ex vitro en 

cámara húmeda sobre diferentes tipos de sustratos manteniendo este húmedo, sometiendo los 

brotes a choque auxínico en una solución de AIB con concentraciones de 500 a 2000 mg*L-1, luego 

de esto los brotes enraízan alrededor de los 30-50 días. Por otra parte, se pueden utilizar hojas 

jóvenes con el fin de inducir brotes adventicios al utilizar altas concentraciones de citoquininas y 

bajas de auxinas, permitiendo su elongación al sub-cultivarlos bajo la influencia de bajas 

concentraciones de citoquininas, como lo indica Debnath (2006).            
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2. Control de la contaminación, oxidación e 

inducción de brotes laterales en micro-estacas de 

agraz (Vaccinium meridionale Swartz) 

2.1 Introducción 

La oxidación de los tejidos bajo cultivo in vitro, y la contaminación de los medios de cultivo por 

diferentes agentes microbianos son dificultades comunes en la introducción in vitro de especies 

leñosas y perennes (Mc. Cown y Mc. Cown, 1987; Torres, 1989; George, 1996; Laukkanen et al., 

2000; Murkute y Shanti-Patil, 2003; Tang y Newton, 2004), el género Vaccinum (Brissette et al., 

1990; Debnath 2004, 2007, 2008, 2009; Debnath y Mcrae 2001a, 2001b; Erig and Schuch 2005; 

Gonzalez et al., 2000; Jaakola et al., 2001; Pereira 2006; Reed 1991; Tetsumura et al., 2008; Torres 

et al.,2010; Trujillo 2008.) y el agraz no son la excepción, especialmente cuando proviene de 

poblaciones silvestres (Tabares, 2004; Montaña, 2004; Guzman, 2005; Rache y Pacheco, 2010; 

Castro y Álvarez, 2013). 

En general los explantes de agraz se oxidan con bastante rapidez al ser introducidos in vitro. Una 

de las causas para esto son los fuertes tratamientos para el control de la contaminación a los cuales 

son sometidos (Montaña, 2004; Rache y Pacheco, 2010) y los altos contenidos de polifenoles y 

antocianinas que se observan en brotes y ramas del género Vaccinium (Krzewińska, 2004). Esta 

situación dificulta la introducción in vitro y la acción de los reguladores de crecimiento.  Por lo 

tanto, el objetivo de esta investigación fue desarrollar un procedimiento de introducción in vitro 

de agraz que controle los problemas contaminación y oxidación y que permita la brotación lateral 

en los explantes utilizados.  

2.1.1 Control de la contaminación in vitro 

Existen tres vías para controlar la contaminación in vitro persistente: 1) El uso de sustancias 

antimicrobianas, fungicidas o antibióticos según sea el caso, en el interior del medio de cultivo, 

como lo reportan Castro y Álvarez (2013), quienes lograron perdidas por contaminación inferiores 

al 10% al introducir micro-estacas de agraz en woody plant medium (WPM) suplementado con 

Carbendazim entre 0,05 y 0,1%.  2) La aspersión calendario de las plantas madre con fungicidas o 

antibióticos, con el fin de reducir los microorganismos acompañantes endógenos o superficiales y 

disminuir la contaminación in vitro como lo realizaron Rache y Pacheco (2010), quienes reportaron 

un porcentaje de contaminación máximo del 20% al asperjar semanalmente las plantas madres con 

una suspensión de 2,0 g*L-1 de Benomil (Benlate®) y 2,0 g*L-1 de Propineb (Antracol®) y 3) El uso 
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de un fuerte proceso de desinfección que incluya el uso de sustancias desinfectantes, fungicidas y 

ó antibióticos con el fin de disminuir la contaminación como lo hecho en este trabajo y 

generalmente usado en el género Vaccinium. 

2.1.2 Control de la oxidación in vitro 

Se considera que la oxidación de los explantes introducidos in vitro se origina por el aumento en la 

concentración en el interior de las células y sus organelos de reactive oxygen species (ROS) y 

reactive nitrogen species (RNS), la activación y acumulación de enzimas como las polifenol oxidasas 

(PPO’s), y peroxidasas (POD´s) en los tejidos y la acción de estas sobre sustancias fenólicas cuando 

se producen daños sobre los tejidos y órganos induciendo la oxidación y muerte de los explantes 

(Bhat y Chandel, 1991; George, 1996; Jaakola et al., 2001; Vatanpour-Azghandi et al., 2002; Tang y 

Newton, 2004; Gratão et al., 2005; Pompeu et al., 2008). Estos procesos oxidativos pueden 

desencadenarse debido a varias causas como: La exposición de los explantes a los agentes 

desinfectantes, los cortes que sufre el explante, la edad fisiológica del explante y la composición 

del medio de cultivo (George, 1993, Tabiyeh et al., 2006, Van Staden et al., 2006, Abdelwahd et al., 

2008).   

Existen varias estrategias usadas en el control de la oxidación. En general hay que evitar la aparición 

y acumulación de sustancias que desencadenen procesos de estrés oxidativo en el explante y 

generen su oxidación. Del mismo modo se procura disminuir las sustancias que pueden 

desencadenar procesos oxidativos (ROS, RNS, PPO’s, y POD’s).  Algunas de las estrategias usadas 

en el control de la oxidación son:  

1) Uso de explantes en estado juvenil y el empleo de material vegetal en crecimiento activo, 2) 

Crecimiento del explante a baja luminosidad o en oscuridad, 3) Crecimiento del explante a 

temperatura baja, 4) Realización de subcultivos frecuentes, 5) Cultivo in vitro en medio líquido, 6) 

Uso de adsorbentes, en la preparación del explante para su cultivo y en el medio de cultivo, 7) Uso 

de antioxidantes en la preparación del explante para su cultivo y en el medio de cultivo, 8) Empleo 

de algunas sales reductoras en el medio de cultivo, 9) Elección de reguladores del crecimiento, 10) 

Cambio del potencial osmótico del medio de cultivo, 11) pH del medio de cultivo diferentes a los 

pH óptimos de funcionamiento de las PPO´s y POD´s  y 12) Inactivación de enzimas. En general el 

control de la oxidación requiere la combinación de varias de estas estrategias (Azofeifa, 2009). En 

el género Vaccinium de forma usual se utiliza la combinación de estas estrategias con el fin 

disminuir la oxidación de los explantes.    
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2.1.3 Inducción de brotación lateral, en el género Vaccinium 

La brotación lateral en el género Vaccinium es inducida por el uso de altas concentraciones de 

diferentes citoquininas, especialmente 2-isopentiladenina (2-iP), zeatina y tidiazurom (TDZ) y bajas 

concentraciones de auxinas (Debnath, 2006), esto dependiendo igualmente de la edad fisiológica 

del explante y el genotipo. El 2-iP se ha utilizado con éxito a concentraciones que van desde los 2 

mg*L-1 hasta los 20 mg*L-1. Algo similar es observado con zeatina que es usada a concentraciones 

entre los 1 y 10 mg*L-1. Lo anterior indica que la optimización del uso de reguladores de crecimiento 

en la inducción de brotación lateral en el género Vaccinium es un paso obligado y necesario para 

el desarrollo de procesos eficientes de propagación in vitro.     

2.2 Materiales y métodos 

Los experimentos se realizaron en Laboratorio de Biotecnología Vegetal “Antonio Angarita Zerda” 

de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá, bajo un 

régimen lumínico de 16 horas luz y ocho horas oscuridad, a temperatura entre 18 – 20 °C y luz 

blanca fría.  La experimentación se dividió en cinco etapas: I) Control de la contaminación, II) 

Control de la oxidación, III) Determinación de la concentración de sales IV) Determinación de edad 

fisiológica del explante, y V) Brotación lateral in vitro de micro-estacas de agraz. 

 

Figura 2.1: Yemas de agraz bien desarrolladas y en estado de reposo. 

2.2.1 Material vegetal 

Las micro-estacas fueron obtenidas de varetas colectadas de poblaciones naturales de agraz 

procedentes de los municipios de Guacheta, Macheta (Cundinamarca) y San Miguel de Sema 

(Boyacá). En las etapas de experimentación I, y II se usaron micro-estacas de agraz de 0,5 a 0,7 cm 

de largo, con una yema bien desarrollada (Figura 2.1). En las etapas II, III, IV y V se utilizaron micro- 

estacas de agraz de 2,0 a 2,5 cm de largo con dos o tres yemas bien desarrolladas. 



 38 

 

 

 

 

2.2.2 Desinfección del material vegetal 

Etapa I de experimentación: se probaron diferentes tratamientos de desinfección que llevaron al 

desarrollo de un procedimiento básico de desinfección previa a la introducción in vitro de micro-

estacas de agraz (Anexo B).  

Etapa II de experimentación: se utilizó como procedimiento básico de desinfección el desarrollado 

en la etapa anterior el cual consistió en: a) Tres lavados con agua de grifo de las varetas defoliadas 

de agraz por cinco minutos; b) Inmersión de éstas por un minuto en etanol al 70%, c) Introducción  

de las varetas defoliadas de agraz, con agitación constante en una solución desinfectante de 

hipoclorito de sodio al 2% por 15 minutos, d) Tres lavados con agua destilada estéril (ADE) de las 

varetas por cinco minutos; e) Inmersión de las varetas en una suspensión de benomyl al 1% por 

una hora bajo agitación constante por 60 minutos; f) Tres lavados con ADE por cinco minutos; g) 

Aislamiento de las microestacas a partir de las varetas defoliadas de agraz bajo condiciones de 

asepsia en cámara de flujo laminar; h) Desinfección de las microestacas en solución de hipoclorito 

de sodio al 0,5%, bajo agitación constante por 20 minutos i) Tres enjuagues de las microestacas con 

ADE durante cinco minutos.  

En las etapas III, IV y V de experimentación se modificó el paso i) del proceso de desinfección, de la 

siguiente manera, en lugar de utilizar ADE se utilizó una solución estéril de 100 mg*L-1 de ácido 

cítrico y ácido ascórbico en el triple lavado de las micro-estacas y finalmente, las microestacas se 

mantuvieron en esta solución en cámara de flujo laminar hasta su introducción in vitro. 

2.2.3 Medios de cultivo 

Se utilizó como medio de cultivo el desarrollado por Debnath y McRae (DM) (2001a) para arándano 

rojo (V. macrocarpon), suplementado con 30 g*L-1 de sacarosa y 9 g*L-1 de agar bacteriológico 

(Oxoid®). En la etapa II este fue suplementado con diferentes concentraciones de ácido ascórbico, 

ácido cítrico, L-cisteina y carbón activado. En la etapa III se varió la concentración de sales mayores 

del medio DM y se suplementó con 200mg*L-1 de L-cisteina. En las etapas IV, y V se utilizó como 

medio de introducción (MI) ¾ de las sales mayores, y la totalidad de las sales menores del medio 

DM (2001a), suplementado con 200 mg*L-1 de L-cisteina. El pH de los medios de cultivo utilizados 

durante el desarrollo de las distintas etapas de experimentación fue ajustado a 5,0 (Debnath y 

McRae 2001a; Debnath 2002, 2004; Meiners et al.,  2007) antes de ser esterilizados. Los medios de 

cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 15 PSI durante 15 minutos. 

2.2.4 Etapa I: Control de la contaminación  

Para generar un proceso apropiado de esterilización que permitiera la introducción in vitro de las 

micro-estacas de agraz, se realizó una serie de ocho experimentos (Anexo B). Todos ellos fueron 
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establecidos bajo un diseño completamente al azar, en los cuales la unidad experimental en todos 

fue un frasco de 120 cc con cinco o cuatro micro-estacas de 0,5 a 0,7 cm de longitud introducidos 

sobre medio DM, de acuerdo con la disponibilidad de material vegetal. Cada uno de los 

tratamientos en los distintos experimentos tuvo tres repeticiones. Cada uno de los experimentos 

guio hacia una modificación en el protocolo de desinfección que fue probada en el siguiente 

experimento.  

 

Figura 2.2: Escala de oxidación establecida para la evaluación de la oxidación en microestacas de Agraz (Vaccinium 
meridionale Swartz). 

En general, se probaron distintas soluciones desinfectantes a base de hipoclorito de sodio, solas o 

en combinación con pasos de esterilización previos o posteriores en suspensiones de benomil 

(Benomil 50 WP ®) y ó suspensiones de iodopavidona (Isodine ®) y el tiempo de inmersión en estas 

soluciones y suspensiones (Anexo B). A los 8, 16 y 24 días después de la introducción (DDI) se evaluó 

la contaminación de los explantes y su oxidación por medio de una escala de oxidación desarrollada 

para este fin (figura 2.2).  

2.2.5 Etapa II: Control de la oxidación 

Con el fin de controlar la oxidación presentada de las micro-estacas de agraz al ser introducidas en 

medio Debnath y McRae (DM), se realizó una serie de siete experimentos (Anexo B). Cada uno de 

los cuales fue ejecutado bajo un diseño completamente al azar. En estos experimentos se evaluó 

la oxidación de los explantes al usar tres antioxidantes (ácido cítrico, ácido ascórbico, y L-cisteína) 

y carbón activado. Estas sustancias fueron empleadas tanto en la preparación de los explantes, y 

como suplemento al medio DM. En estos experimentos se evaluó la contaminación in vitro, la 

oxidación de los explantes y la viabilidad de los explantes. 
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2.2.6 Etapa III: Determinación de la concentración de sales 

Después de haber determinado algunas estrategias para el control de la oxidación, se realizó un 

experimento bajo un diseño completamente al azar con el fin de establecer la concentración de 

sales adecuada del medio de cultivo, para la introducción satisfactoria de micro-estacas de agraz. 

Para este experimento se varió la concentración de sales mayores del medio DM de la siguiente 

forma:  

1) 100% de la concentración de sales mayores del medio DM; 2) 75% de la concentración de sales 

mayores del medio DM; 3) 50% de la concentración de sales mayores del medio DM; 4) 25% de la 

concentración de sales mayores del medio DM.   

En este experimento la unidad experimental consistió en dos micro-estacas de 2,0 a 3,0 cm 

sembradas en un frasco de 220 cc que contenía 30 cc de medio de cultivo correspondiente. Las 

microestacas fueron obtenidas de varetas que se encontraban en estadío fenológico 3 (Anexo C). 

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. En este experimento se evaluó la oxidación de los 

explantes y la proporción de explantes viables 24 días después de la introducción.  

2.2.7 Etapa IV: Determinación de la edad fisiológica del explante 

Con el fin de determinar el efecto de la edad fisiológica de las varetas de agraz sobre la oxidación 

in vitro de las micro-estacas de agraz, se realizó un experimento bajo un diseño completamente al 

azar, donde se utilizaron como tratamientos seis diferentes estadíos fenológicos del agraz según la 

escala propuesta en este trabajo (Anexo C).  

En este ensayo la unidad experimental consistió en dos micro-estacas introducidas en frascos de 

220 cc que contenían 30 cc de medio de introducción. En este experimento se evaluó la oxidación 

de los explantes a los 8, 16, 24 y 32 días después de la introducción. 

2.2.8 Etapa V: Brotación lateral in vitro de micro-estacas de agraz  

Con el fin de establecer una metodología de propagación in vitro de agraz por brotación lateral de 

micro-estacas se realizaron tres experimentos completamente al azar de manera simultánea, con 

cinco repeticiones. En estos experimentos se evaluó el efecto de la concentración en el medio de 

introducción de distintos reguladores de crecimiento: 2-iP (0, 0,5, 1 y 2 mg*L-1), kinetina (0, 0,5, 1 

y 2 mg*L-1), y zeatina (0, 0,5, 1 y 2 mg*L-1) en combinación con ANA (0, 0,01, 0,1 y 1 mg*L-1) y se 

evaluó, el porcentaje de explantes que presentan brotación lateral y el grado medio de oxidación 

de los explantes, 45 días después de la introducción in vitro. 
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2.2.9 Análisis estadístico 

La presencia de contaminación, el nivel de oxidación, y el tipo de respuesta in vitro de las etapas 

de experimentación I, II, III, IV, y V, fueron analizados por medio de estadística descriptiva y, análisis 

de varianza para datos categóricos. Por medio de los procedimientos PROC UNIVARIATE y PROC 

CATMOD respectivamente de [SAS/STAT] software versión 9.1.    

En la etapa VI adicionalmente, se determinó la razón de respuesta (RR) la cual fue calculada de la 

siguiente forma: 

𝑅𝑅 =
𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛)

𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛)
 

Se construyeron intervalos de confianza al 95% para cada una de las razones estimadas de acuerdo 

con la siguiente expresión: 

𝑒
−1.96∗√{

1−𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛)
𝑁º 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜𝑠

}+{
(1−𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛))

𝑁° 𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜𝑠
}

≤ 𝑅𝑅

≤ 𝑒
1,96∗√{

1−𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛)
𝑁º 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜𝑠

}+{
(1−𝑃(𝑟𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎|𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑜𝑠𝑖𝑐𝑖ó𝑛))

𝑁° 𝑑𝑒 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜𝑠
}

 

2.3 Resultados 

2.3.1 Control de la contaminación 

Los procesos de desinfección basados en un solo paso de esterilización en soluciones de hipoclorito 

de sodio, fueron ineficientes en el control de la contaminación in vitro superficial y endógena de 

micro-estacas de agraz. Adicionalmente, aquellas estacas en las cuales no se observa 

contaminación in vitro presentaron una fuerte oxidación, oscurecimiento y posterior necrosis 

(Figura 2.3). Por lo tanto, se recurrió al uso de procesos de desinfección con varios pasos de 

esterilización.    

 

Figura 2.3: Oxidación en microestacas de agraz y necrosis de micro-estacas de agraz introducidas in vitro como 
consecuencia de los procesos de desinfección. a) Oxidación inicial b) Oxidación y oscurecimiento total del explante. 

El control satisfactorio de la contaminación superficial in vitro se logró, al realizar un proceso de 

desinfección por medio de una triple esterilización del material vegetal a introducir.  Este proceso 



 42 

 

 

 

 

consistió en una esterilización inicial de los explantes en una solución de hipoclorito de sodio al 2, 

2,5 o 3 % p/v por tiempos de 5, 10 o 15 minutos, seguido por un triple lavado con ADE, una segunda 

esterilización en una suspensión de benomyl al 1, 5 o 10% p/v de por 60 minutos, un segundo triple 

lavado con ADE y una tercera esterilización en una solución de hipoclorito de sodio al 0,5% p/v por 

20 minutos.  

Las diferentes combinaciones de tiempos y concentraciones de las soluciones y suspensiones de 

esterilización no presentaron diferencias estadísticas con respecto al número de explantes 

contaminados que presentarón contaminación superficial in vitro (P > F =0,2417).  Sin embargo, se 

observó contaminación endógena de las micro-estacas de agraz introducidas in vitro, al usar el 

anterior procedimiento de desinfección. La contaminación endógena se originó a partir de los 

cortes superior e inferior las micro-estacas, y de las heridas que presentaban.    

Solo se observó un control efectivo de la contaminación endógena 24 días después de la 

introducción, al usar una suspensión de benomyl al 10% p/v por una hora, en el segundo paso del 

proceso de desinfección (Figura 2-4). La contaminación endógena presentó un comportamiento 

diferencial debido a la concentración de la suspensión de benomyl (Pr > χ2 < 0,0001). Se observó 

que el porcentaje de explantes que presentaron contaminación endógena disminuyó al aumentar 

la concentración de benomyl en el segundo paso del proceso de desinfección (Figura 2-4). 

   

Figura 2.4: Porcentaje de microestacas que presentan contaminación endógena al utilizar distintas suspensiones de 
benomil 24 días después de la introducción in vitro. 

En cuanto al nivel de oxidación se encontró que este depende de la concentración de benomyl en 

la suspensión desinfectante del segundo procedimiento de esterilización (Pr > χ2 < 0,0001), tanto a 

los 8, 16 y 24 DDI. La oxidación fue menor al utilizar una suspensión de benomyl al 1% p/v y 
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aumenta, a medida que avanza el tiempo de introducción, observándose que la proporción de 

microestacas con un nivel de oxidación bajo (estados 1, 2 y 3) es mayor al usar en el segundo paso 

de esterilización una suspensión de benomyl al 1% p/v (Figura 2-5)    

 

Figura 2.5:  Frecuencia de los diferentes niveles de oxidación (1, 2, 3, 4 y 5) en micro-estacas de agraz introducidas in 
vitro. En el eje x se presentan la concentración de las suspensiones de benomyl utilizadas en los procesos de 
desinfección de micro-estacas de agraz y sus efectos a los 8, 16 y 24 días después de la introducción in vitro. En el eje y 
se presenta el porcentaje de explantes en cada uno de los niveles de oxidación (1, 2, 3, 4 y 5).   

Al contrastar el comportamiento de la oxidación por tratamiento se observó claramente que los 

tratamientos en los cuales se usó una concentración del 1% de benomyl como tratamiento 

preventivo de la contaminación son los que menor oxidación presentan tanto a los 8, 16 y 24 días, 

y solo los tratamientos 21, 24 y 27 no presentaron contaminación superficial y un bajo porcentaje 

de contaminación endógena con un nivel medio de oxidación aceptable (tabla 2.1)  

Por otra parte, con el fin de controlar la contaminación endógena que se puede presentar en la 

introducción in vitro de micro-estacas de agraz, se evaluó la inmersión de las micro-estacas en 

jabón iodado (Iodopavinona) a una concentración del 1% p/v por 10 minutos como paso posterior 

al proceso de desinfección con soluciones de hipoclorito de sodio y suspensiones de benomyl. Sin 

embargo, no se observó un control eficiente de contaminación endógena y adicionalmente, los 

explantes presentaron una fuerte oxidación a los 16 días después de la introducción, superando el 

nivel máximo aceptable de oxidación. Esto indicá que el uso de la solución jabón iodado no 

soluciona el problema de la contaminación endógena y si aumenta la oxidación de las microestacas 

de agraz. 
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Tabla 2-1: Oxidación promedio de microestacas de agraz a los 8, 16 y 24 días después de la introducción. 

 

2.3.2 Efecto de uso de antioxidantes en el proceso de desinfección y como 
suplementación del medio Debnath y McRae sobre la oxidación de 
micro-estacas de agraz 

No se presentó un control efectivo de la oxidación in vitro de las micro-estacas de agraz al 

suplementar el medio Debnath y McRae (DM) con ácido cítrico y ácido ascórbico a concentraciones 

de 50 a 200 mg*L-1. por lo tanto, se modificó el procedimiento de desinfección de las micro-estacas 

de agraz. Esta modificación consistió en realizar el último triple lavado del proceso de desinfección 

con una solución estéril de ácido cítrico y ácido ascórbico de 100 mg*L-1 y mantener en dicha 

solución los explantes hasta su introducción in vitro.  

[ ] Benomyl [ ] NaClO Tiempo 8 DDI 16 DDI 24 DDI Superficial Endogena

1 0,1 0,03 5 4.625 4.875 4.875 0 0

2 0,1 0,03 10 4.875 4.875 4.875 0 0

3 0,1 0,03 15 4.375 4.875 4.875 0 0

4 0,1 0,025 5 4.750 4.500 4.750 0 0

5 0,1 0,025 10 4.875 4.875 4.875 0 0

6 0,1 0,025 15 3.750 4.875 4.875 0 0

7 0,1 0,02 5 4.875 4.875 4.875 0 0

8 0,1 0,02 10 4.500 4.875 4.500 0 0

9 0,1 0,02 15 4.875 4.875 4.875 0 0

10 0,05 0,03 5 3.000 4.375 4.375 0 0

11 0,05 0,03 10 4.875 4.625 4.875 0 12,5

12 0,05 0,03 15 4.875 4.875 4.875 12,5 37,5

13 0,05 0,025 5 3.750 4.000 4.750 0 75

14 0,05 0,025 10 4.375 3.750 4.750 0 12,5

15 0,05 0,025 15 4.875 4.875 4.875 0 25

16 0,05 0,02 5 4.875 4.875 4.875 12,5 100

17 0,05 0,02 10 4.125 4.875 4.625 0 37,5

18 0,05 0,02 15 3.375 3.625 4.500 37,5 37,5

19 0,01 0,03 5 1.500 1.250 3.625 0 25

20 0,01 0,03 10 2.750 1.625 3.125 0 50

21 0,01 0,03 15 1.250 1.125 2.500 0 0

22 0,01 0,025 5 2.875 3.000 4.750 0 37,5

23 0,01 0,025 10 2.125 1.750 3.250 0 25

24 0,01 0,025 15 2.125 1.500 3.000 0 12,5

25 0,01 0,02 5 2.000 2.000 2.750 0 50

26 0,01 0,02 10 2.125 2.250 3.000 0 62,5

27 0,01 0,02 15 1.750 1.125 2.000 0 12,5

Concentración tratamiento de desinfección
Nivel de oxidación medio dias despues de la 

introducción

Porcenteje de contaminación 

acumulada 24 días despues de la 

introducción
Tratamiento
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Con la modificación al protocolo de desinfección se evaluó el efecto de la suplementación del 

medio DM con diferentes antioxidantes, L-cisteina en concentraciones de 100, 200 y 300 mg*L-1 o 

la combinación ácido cítrico y ácido ascórbico a concentraciones de 200, 250 y 300 mg*L-1 y el 

efecto de los estadíos de desarrollo maduro (estadío fenológico III, Anexo C) e inmaduro (estadíos 

fenológicos I y II, Anexo C) sobre la oxidación de las micro-estacas de agraz 24 DDI in vitro.  

El efecto del uso de antioxidantes como suplementación del medio DM sobre la oxidación de las 

microestacas de agraz es importante sobre el comportamiento de las proporciones de explantes 

en los distintos niveles de oxidación (Pr > χ2 = 0,0006). En cambio, los estadios fenológicos (Pr > χ2 

= 0,0741) y la interacción (Pr > χ2 = 0,6415) no lo fueron. Los antioxidantes utilizados ocasionaron 

diferentes niveles medios de oxidación (Pr > F < 0,0001) al igual que la interacción estadío 

fenológico, antioxidantes (Pr > F = 0,0021), pero esto no se observa con el estadío fenológico (Pr > 

F = 0,0528). 

En general la combinación de ácido cítrico y ácido ascórbico exhibe un nivel medio de oxidación 

mayor al control y el uso de L-cisteina como antioxidante. El menor nivel de oxidación observado 

se presentó al usar micro-estacas provenientes de varetas maduras cultivadas en medio DM 

suplementado con 300 mg*L-1 de L-cisteina. Adicionalmente, no se observó una diferencia clara en 

el nivel de oxidación medio de los explantes obtenidos de varetas inmaduras y maduras (Figura 2-

6).   

 

Figura 2.6: Nivel medio de oxidación a los 24 días después de la introducción in vitro de micro-estacas de agraz 
obtenidas de dos estadíos de desarrollo maduro e inmaduro cuando el medio Debnath y McRae (2001a) es 
suplementado con la combinación de ácido cítrico y ácido ascórbico o L-cisteina.  

El mayor porcentaje de micro-estacas viables se presenta al utilizar medio DM enriquecido con L-

cisteina en concentraciones de 200 y 300 mg*L-1, tanto en micro-estacas maduras como inmaduras. 

Igualmente, se observó que la mayor proporción de micro-estacas no viables se presenta cuando 
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el medio DM es suplementado con ácido cítrico y ácido ascórbico en concentraciones de 200, 250 

y 300 mg*L-1 (Figura 2-7).  

 

 
Figura 2.7: Porcentaje de micro-estacas en los distintos grados de oxidación (1, 2, 3 y 4) 24 días después de la 
introducción en el medio Debnath y McRae (2001a) suplementado con L-cisteína o con ácido cítrico y ácido ascórbico 
en distintas concentraciones en estacas inmaduras (estadíos fenológicos I y II) (A) y maduras (estadio fenológico III) (B).   

Al repetir este experimento y evaluarlo durante 32 días se confirmó que el mejor resultado con 

respecto a la oxidación de los explantes se obtuvo cuando el medio Debnath y McRae fue 

suplementado con 200 mg*L-1 de L-cisteina en microestacas maduras con un incremento del nivel 

promedio de oxidación de 0,49 de los 4 a 32 días después de la introducción (DDI). En las micro-

estacas inmaduras a los 32 DDI no se presenta un control efectivo de la oxidación por ninguno de 

los tratamientos usados. Por otra parte, se observó que las micro-estacas maduras presentaron 

una menor oxidación cuando fueron introducidas in vitro que las micro-estacas inmaduras (Figura 

2-8). 

Adicionalmente se observo que el uso de L-cisteina (200, 250 y 300 mg*L-1) sola en combinación 

con carbón activado (4 gr*L-1) permite un control satisfactorio de la oxidación en estacas maduras 

(estadio fenológico III, anexo B), veinticuatro días después de la introducción, ya que no se supera 

el nivel de oxidación máximo admisible. 
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Figura 2.8: Comportamiento de la oxidación de micro-estacas inmaduras (A) y maduras (B) de agraz a través del tiempo 
al usar distintos tratamientos antioxidantes para su control. Se utiliza como tratamiento control el medio Debnath y 
McRae (2001a) sin suplementación con antioxidantes. 

2.3.3 Efecto de la concentración de sales mayores sobre la oxidación de 
micro-estacas de agraz 

El nivel de oxidación de las micro-estacas de agraz es afectado por la concentración de sales en el 

medio de cultivo (Pr > χ2 < 0,0001). veinticuatro días después de la introducción el mayor porcentaje 

de micro-estacas viables se observa al utilizar como medio de introducción una concentración de 

½ de sales mayores del medio DM (Figura 2-9). El nivel medio de oxidación fue de 3,75; 2,28; 2,25 

y 3,33 cuando se empleó ¼, ½, y ¾, de la concentración total de sales mayores del medio DM 

respectivamente. Al repetir este ensayo siempre se observó el menor nivel medio de oxidación al 
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utilizar una concentración de ¾ de sales mayores del medio DM. Por lo tanto, se establece que la 

oxidación de microestacas de agraz cultivadas in vitro es más leve al utilizar ½ o ¾ de sales mayores 

del medio DM.  

 

Figura 2.9: Porcentaje de micro-estacas de agraz de 2,5 cm en distintos niveles de oxidación al usar distintas 
concentraciones de sales mayores del medio Debnath y Mc Rae (DM) (2001). 

2.3.4 Efecto del estadío de desarrollo fenológico de las micro-estacas de 
agraz sobre el comportamiento de su oxidación in vitro 

El comportamiento de la oxidación in vitro de las microestacas de agraz es afectado por el estadío 

fenológico en el cual se encuentran las varetas de las cuales son extraídas para su introducción in 

vitro.  

El nivel medio de oxidación observado fue mayor al usar microestacas de agraz, provenientes de 

flujos de crecimiento vegetativo en brotación inicial (estado fenológico I, Anexo C) en todas las 

evaluaciones realizadas. El menor nivel medio de oxidación se presenta cuando los explantes 

utilizados provienen de chupones (estado fenológico VI, Anexo C) (Figura 2-10). 

En cuanto la proporción de microestacas en los distintos niveles de oxidación, esta difiere al usar 

microestacas provenientes de diferentes estadíos de desarrollo fenológico (Pr > χ2 < 0,0001), en 

cada una de las evaluaciones realizadas. Igualmente, se observó que la mayor proporción de micro-

estacas en el menor nivel se presenta en aquellas obtenidas a partir de brotes en estadíos 

fenológicos III y VI tanto a los 24 como a los 32 DDI in vitro. Igualmente, las micro-estacas, obtenidas 

de varetas en los estadíos fenológicos II, III o VI presentaron un 50% o más de explantes 

introducidos in vitro con un grado de oxidación entre uno y dos. Igualmente, a los 32 DDI in vitro 

se observó que las micro-estacas obtenidas de flujos de crecimiento en estadíos fenológicos I, IV y 

V presentaron un porcentaje superior al 50% de explantes con un grado de oxidación superior a 

dos (Figura 2-11). 
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Figura 2.10: Nivel medio de oxidación de micro-estacas de agraz de 2,5 cm obtenidas de ramas en seis estadíos de 
desarrollo fenológico distintos introducidas in vitro sobre medio de introducción. 

 

 

Figura 2.11 Comportamiento del grado de oxidación de micro-estacas de agraz de 2,5 cm obtenidas de ramas en seis 
estadíos fenológicos introducidas in vitro sobre medio de introducción. 

Los porcentajes de microestacas en los diferentes niveles de oxidación fue similar al utilizar micro-

estacas en crecimiento vegetativo en los estadíos fenológicos I, IV y V. Igualmente, el 

comportamiento de la oxidación fue semejante al obtener los explantes de los estadíos fenológicos 
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II, IV y V. A su vez los porcentajes de microestacas en los diferentes niveles de oxidación fueron 

próximos al utilizar explantes derivados de brotes en estadíos fenológicos II, III, y IV. Por otra parte, 

el comportamiento de la oxidación de los explantes preparados a partir de chupones fue distinto a 

los demás estadíos fenológicos (Anexo D). 

2.3.5 Efecto de uso de distintos reguladores de crecimiento tipo citoquinina 
y ácido naftalenacético sobre la oxidación in vitro de micro-estacas de 
agraz 

Al evaluar el efecto del uso de kinetina, 2-isopentiladenina y zeatina en distintas concentraciones 

(0,00, 0,50, 1,00 y 2,00 mg*L-1) en combinación con diferentes concentraciones de ácido 

naftalenacético (0,00, 0,01, 0,10 y 1,00 mg*L-1), sobre la oxidación y respuesta in vitro de 

microestacas de agraz, se observaron diferencias significativas sobre el nivel de oxidación de estas, 

debidas a la concentración de la suplementación con kinetina o 2-isopentiladenina en el medio de 

introducción (MI), más no por la suplementación con zeatina.  

Con respecto al uso de ANA, se observó que este no afecta el nivel de oxidación al utilizarse en 

combinación con kinetina o 2-isopentiladenina, pero si es importante al usarse en combinación con 

zeatina.  

El menor nivel medio de oxidación se presentó cuando el medio de introducción fue suplementado 

con 0,50, 1,00 o 2,00 mg*L-1 de kinetina o 2,00 mg*L-1 de 2-isopentiladenina y el mayor nivel de 

oxidación se observó cuando no se usa ninguna suplementación con citoquininas o al usar una 

suplementación con 4,00 mg*L-1 de 2-isopentiladenina en el medio de introducción (Anexo D).  

2.3.6 Efecto de uso de distintos reguladores de crecimiento tipo citoquinina 
en la brotación lateral in vitro de micro-estacas de agraz 

En el desarrollo de estos experimentos se presentaron dos tipos de respuestas, brotación lateral y 

formación de tejido indiferenciado (callo). La primera de estas respuestas se observó para cada una 

de las citoquininas utilizadas. El segundo tipo de respuesta solo se observó al utilizar 2-iP en 

combinación con ANA. 

El 26,53% de los explantes cultivados en medio de introducción suplementado con kinetina 

presentó brotación lateral. El 21,82% de las microestacas de agraz cultivadas in vitro en MI 

suplementado con 2-iP presento brotación lateral y un 10,29% formó callo. Solo el 10% de los 

explantes sometidos a cultivo in vitro sobre MI suplementado con zeatina presentó brotación 

lateral.           
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Al observar los porcentajes de brotación lateral de las diferentes combinaciones de suplementación 

ANA y kinetina, se advierte que el mayor porcentaje de brotación lateral se presentó al utilizar una 

suplementación con 2,00 mg*L-1 de kinetina, seguida con suplementación de 1,00 mg*L-1 de 

kinetina y la suplementación con 0,50 mg*L-1 de kinetina y 1,00 mg*L-1 de ANA (Figura 2-12). 

 

Figura 2.12: Porcentaje de formación de brotes laterales, observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm 
cultivadas in vitro en medio de introducción suplementado con diferentes concentraciones de kinetina y ácido 
naftanelacético. 

Al comparar la respuesta de las microestacas de agraz cultivadas in vitro en medio de introducción 

suplementado con 2-iP y ANA a diferentes concentraciones se observó que: 1) La suplementación 

conjunta del MI con 2-iP y ANA induce dos tipos de respuestas in vitro, a) brotación lateral y b) 

formación de callo. 2) La formación de callo sobre las yemas y cortes de las micro-estacas, solo se 

observó al suplementar el medio de introducción con 2-iP y ANA, está   respuesta se presentó en 

una mayor proporción al usar 2,00 mg*L-1 de 2-iP en combinación con 0,01 o 1,00 mg*L-1 de ANA.  

3)La mayor proporción de explantes que muestran brotación lateral, se observó al suplementar con 

2,00 mg*L-1 de 2-iP. 4) El nivel de respuesta aumenta a medida que aumenta la concentración de 

2-iP en el medio de introducción hasta una concentración de 2,00 mg*L-1 para luego disminuir al 

usar una concentración de 4 mg*L1 (Figura 2-13).      

0 0 0

20

0 0

25

67,3 66,7

33,3

0

33,3

100

25

0 0 0

25

50

0
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 0,01 0,1 1 0 0,01 0,1 1 0 0,01 0,1 1 0 0,01 0,1 1 0 0,01 0,1 1

0 0,5 1 2 4

P
o

rc
e

n
ta

je
 d

e
 b

ro
ta

ci
ó

n
 la

te
ra

l

Concentración  de kinetina (categoria principal) y ANA (categoria 
secundarias)  (mg*L-1)



 52 

 

 

 

 

  

Figura 2.13: Porcentaje de brotación axilar, y formación de callo observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm 
cultivadas in vitro en medio de introducción suplementado con diferentes concentraciones de 2-isopentiladenina y 
ácido naftanelacético. 

Al utilizar una suplementación combinada con zeatina y ANA la brotación lateral no superó el 33% 

de brotación lateral en todas las concentraciones evaluadas. El 33% de brotación lateral se observó 

al utilizar suplementaciones de 0,01mg*L-1 de ANA y 0,50 mg*L-1 de zeatina, o 0,10 mg*L-1 de ANA 

con 1,00 o 2,00 mg*L-1 de zeatina (Figura 2-14).  

 

Figura 2.14:: Porcentaje de brotación lateral, observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm cultivadas in vitro 
en medio de introducción suplementado con diferentes concentraciones de zeatina y ácido naftanelacético. 
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Por otra parte, se observo una leve respuesta de brotación lateral cuando el MI fue suplementado 

con 1,00 mg*L-1 de ANA, alcanzando un 20% (Figuras 2-12, 2-13, y 2-14).  

Al obtener las tasas de respuesta a la suplementación con citoquininas, frente a la no 

suplementación con ellas se observó que la mayor tasa de respuesta al cultivo in vitro se presenta 

al suplementar el MI con 2,00 mg*L-1 de 2-iP, seguida por la suplementación con 1,00 mg*L-1 de 

kinetina y esta última presenta la mayor tasa de brotación lateral (figura 2.15).  

 

Figura 2.15: Tasa de respuesta al cultivo in vitro y tasa de brotación lateral in vitro en micro-estacas de agraz de 2,5 cm 
sometidas a cultivo en medio de introducción suplementado con diferentes tipos de citoquininas a distintas 
concentraciones frente al cultivo en medio de introducción sin suplementación con citoquininas. 

Se encontró que, la mayor tasa de respuesta in vitro al usar 2,00 mg*L-1 de 2-iP como 

suplementación en el medio de introducción es igual a la encontrada al usar 1,00 mg*L-1 de 

kinetina, pero difiere de todas las demás tasas de respuestas. Igualmente se percibió que la tasa 

de respuesta al usar zeatina a concentraciones en el medio de introducción de 0,5, 1,00 y 2,00 

mg*L-1 es igual a la tasa de respuesta esperada al no usar suplementación con citoquininas (Anexo 

D). 

Por otra parte, se apreció que las tasas de brotación lateral cuando el medio de introducción fue 

suplementado con: Kinetina a 0,50, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L-1 y 2-iP a 2,00 mg*L-1 son similares y 

representan el mejor comportamiento. En cambio, las menores tasas de brotación lateral se 

observaron a no usar suplementación con citoquininas o al usar el medio de introducción 

suplementado con Zeatina a 0,50, 1,00 o 2,00 mg*L-1 y estas son semejantes (Anexo D).  

Al comparar las tasas de respuesta al cultivo in vitro y las tasas de brotación lateral in vitro de micro-

estacas de agraz de 2,5 cm con suplementación con ANA del medio de introducción a distintas 
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concentraciones se apreció que el nivel de respuesta y brotación lateral es muy cercano en todas 

las concentraciones evaluadas. Además, no existen diferencias evidentes en las tasas de respuesta 

y brotación lateral a diferentes concentraciones de ANA.  (Figura 2-16).  

 

Figura 2.16: Tasa de respuesta al cultivo in vitro y tasa de brotación lateral in vitro en micro-estacas de agraz tipo II 
sometidas a cultivo en medio de introducción suplementado con ácido naftalenacético a distintas concentraciones frente 
al cultivo al medio de introducción sin suplementación con ácido naftalenacético.  

2.3.7 Discusión 

La introducción in vitro de fragmentos de tallos (microestacas) del agraz (Vaccinium meridionale) 

presenta serias dificultades en su introducción in vitro como lo son:1) La fuerte carga microbiana 

de estos, y la dificultad de su control por medio del uso desinfectantes tradicionales. Lo cual 

conlleva altos porcentajes de contaminación in vitro y 2) la oxidación u oscurecimiento de los 

explantes introducidos que termina por dar lastre a los procesos de introducción. 

El uso de sencillos procedimientos de desinfección a base de hipoclorito de sodio a concentraciones 

entre el 0,5 y 3% P/V reportados por Debnath y Mcrae, (2001) Silva et al., (2006), Meiners et al., 

(2007),  Tetsumura et al., ( 2008) y Torres P, et al., (2010) en algunas especies del género Vaccinium 

son ineficaces para el control de contaminación in vitro de fragmentos de tallo de agraz, situación 

también observada por Castro y Álvarez, (2013). Igualmente Rache y Pacheco, (2010) encuentran 

una situación similar con el uso de hipoclorito de calcio. 

Por otra parte, el uso de soluciones desinfectantes de hipoclorito de sodio entre 2 y 3 % por 15 

minutos, seguido por la inmersión de los explantes en suspensiones de benomil entre 1 y 10 % por 

60 minutos y posterior desinfección con una solución 0,5% de hipoclorito de sodio por 20 minutos 

permitió un control satisfactorio de la contaminación superficial, mas no de la contaminación 

endógena, que solo fue controlada al usar suspensiones del 10% de benomil. Sin embargo, el uso 

de suspensiones de benomil con concentraciones superiores al 1% ocasiona una fuerte y rápida 
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oxidación de los explantes lo cual impide su uso en procedimientos de desinfección de estacas de 

agraz.  

Por otra parte, el uso de iodopavinona al 1% posterior a los procesos desinfección con el uso 

combinado de soluciones de hipoclorito de sodio de 2 al 3 % y suspensiones de benomil al 1% no 

permite un control satisfactorio de la contaminación endógena y adicionalmente intensifica el 

oscurecimiento y posterior necrosis de los explantes lo que imposibilita su uso. Lo anterior obliga 

al uso del procedimiento de desinfección descrito en el párrafo anterior, donde se observarón 

porcentajes de contaminación endógena cercanos al 12,5 % y al cultivo individual de las 

microestacas con fin de prevenir contaminación cruzada entre los explantes. Otras alternativas de 

desinfección de micro-estacas de agraz fueron desarrolladas por Rache y Pacheco, (2010) y Castro 

y Álvarez, (2013) basados en otras estrategias del manejo de la contaminación in vitro. 

Aunque la oxidación de los explantes es un problema comúnmente reportado en la introducción in 

vitro del género Vaccinium  (Brissette et al., 1990),(Gonzalez et al., 2000), (Jaakola et al., 2001), 

(Debnath 2008), (Tetsumura et al., 2008), (Trujillo, 2008),  (Torres L, et al., 2010) generalmente no 

se reporta su manejo. De acuerdo con Azofeifa, (2009) el control de la oxidación in vitro requiere 

de la combinación de varias estrategias, es así que la oxidación de las micro-estacas de agraz 

requiere de la sinergia de varias acciones para su control, como lo son en el caso del agraz:  

a) Realizar el último lavado del procedimiento de desinfección con una solución estéril de 100 mg*L-

1 de ácido ascórbico y ácido cítrico y su mantenimiento en ella hasta su introducción, como lo 

reportado por Torres P. et al., (2010b) en V. floribundium  y Rache y Pacheco Maldonado, (2010) 

en V. meridionale. 

b) El uso de antioxidantes como suplementación del medio de cultivo, especialmente L-cisteina a 

concentraciones de 100 a 300 mg*L-1, las cuales presentaron un mejor control de la oxidación que 

el uso en el medio de la combinación ácido cítrico, ácido ascórbico a concentraciones de 100 a 300 

mg*L-1.  

c) La optimización de la concentración de sales mayores en el medio de cultivo,  encontrándose 

que el uso de ½ y ¾  de la concentración de sales del medio Debnath y Mcrae (2001) presentan una 

menor proporción de explantes oxidados y un menor nivel medio de oxidación, en concordancia 

con lo observado por Rache y Pacheco, (2010) quienes indican que la necrosis de los tejidos de 

agraz son afectados por la composición y concentración de los macro-elementos.  

d) En contraposición a las recomendaciones de George, et al., (1996) el uso de explantes obtenidos 

de ápices caulinares en activo crecimiento (Estadíos fenológicos I y II), presentaron altos niveles de 

oxidación, al igual que las micro-estacas obtenidas de flujos de crecimiento completamente 

maduros (IV) y del ciclo anterior (V). Situación distinta aquellos obtenidos de los estadíos 

fenológicos III y VI, los cuales presentaron los mayores porcentajes de explantes con niveles de 

oxidación bajos en comparación con los demás. Lo anterior es quizás debido a una menor 
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concentración de especies reactivas de oxígeno y polifenoles en los estadíos III y VI en comparación 

a los ápices en activo crecimiento y los flujos completamente maduros y del ciclo anterior. Sin 

embargo, esto difiere de los resultados de Silva et al., (2006) en V. virginatum quienes encontraron 

una menor oxidación en estacas herbáceas que en estacas leñosas  y lo reportado por  Gonzalez et 

al., (2000), Erig y Schuch, (2005) en V. corimbosum, Rache y Pacheco, (2010) en V. meridionale los 

cuales logran introducir de forma satisfactoria micro-estacas obtenidas de ápices caulinares en 

activo crecimiento, quizás debido al acondicionamiento de las plantas madres realizado por ellos 

que permite una fuerte disminución de la contaminación in vitro y por lo tanto un uso de un 

protocolo de desinfección menos intenso.  Por otra parte, la contaminación observada sobre micro-

estacas obtenidas de brotes epicórmicos (estadío fenológico VI) de agraz fue muy superior a la 

encontrada en explantes obtenidos del estadío III, aun así, Castro y Álvarez, (2013) logran la 

introducción de brotes epicórmicos de agraz al usar carbendazin a concentraciones de 0,05 al 0,10 

% como suplementación de cultivo, lo cual les permitió reducir la contaminación de este tipo de 

explantes a niveles inferiores al 10%. 

e) La oxidación u oscurecimiento de los explantes introducidos in vitro es afectada por tipo de 

reguladores de crecimiento y su concentración en el medio de cultivo (Azofeifa 2009),  esto 

confirmado por los resultados de este trabajo, donde se observó que el tipo de citoquinina y 

concentración de estos en el medio de cultivo afectan la oxidación de los explantes, es así en 

Kinetina el nivel medio de oxidación de los explantes, es mayor al no usarla y alcanza el nivel 

máximo admisible  al utilizar una concentración de 4 mg*L-1. Situación similar se observa al utilizar 

2-iP, encontrándose que esta supera los niveles admisibles al no usarla o utilizar una concentración 

de 4mg*L-1, esto concuerda con los resultados de Rache y Pacheco, (2010) que indican que se 

alcanza un 70% tallos necróticos al utilizar suplementaciones cercanas a 12 mg*L-1 de 2-iP en el 

medio de cultivo, mientras estos contrastan con lo presentado por Castro y Álvarez, (2013) los 

cuales no reportan efectos negativos sobre la viabilidad de las micro-estacas al utilizar 

concentraciones entre 5 y 20 mg*L-1 de 2-iP. Por otra parte, no se observan efectos sobre la 

oxidación de las micro-estacas de agraz al usar Zeatina a concentraciones entre 0,5 y 4 mg*L-1 en 

el medio de cultivo y los explantes se mantienen viables, aunque no responden de forma 

satisfactoria a la suplementación, quizás debido a que las concentraciones usadas fueron bajas para 

inducir respuesta in vitro.      

El mayor porcentaje de brotación axilar se observó cuando el medio ¾ DM fue suplementado con 

2 mg*L-1 de Kinetina (100%) seguido de la suplementación con 0,5 mg*L-1 de Kinetina y 1 mg*L-1 de 

ANA (67,3%), la suplementación con 1 mg*L-1de kinetina (66,3%) y la suplementación con 2 mg*L-

1 de 2-iP (66,7 %). Estos resultados son contrarios a los presentados por Quintero (2007) quien 

asegura que al cultivar yemas apicales y subapicales de plantas de agraz de dos años solo se observa 

brotación de estas al utilizar bencilaminopurina (BAP) a concentraciones entre 1 y 10µM más no se 

observó respuesta al utilizar kinetina y tidhiazurom (TDZ). Quízas estas diferencias en el nivel de 
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respuesta a la kinetina se deban al uso de yemas maduras en inicio de estado de quiesencia en este 

trabajo.   

Por otra parte, Montaña, (2004) indica que el uso de 2-iP a concentraciones entre 0 y 2 mg*L-1 no 

estimula la brotación lateral de las yemas, pero si permite el mantenimiento de la viabilidad de 

estas. En este trabajo el uso de 2-iP si permite la brotación de yemas especialmente a 

concentraciones  de 1 o 2 mg*L-1, igualmente se reporta el uso satisfactorio de 2-iP a 

concentraciones de 59,05 µM (Rache y Pacheco, 2010) y 5 y 20 mg*L-1 (Castro y Álvarez, 2013) 

concentraciones más altas a las usadas en este estudio.    

Adicionalmente, aunque la zeatina es reportada como un buen inductor de brotación lateral en el 

género Vaccinium ( Debnath y Mcrae 2001; Debnath 2004, 2008, 2009; Torres P. et al., 2010) en el 

caso del agraz no se observa un buen comportamiento de la brotación lateral a las concentraciones 

usadas, quizás se requiera de una mayor concentración a las usadas en esta investigación.  

Por otra parte, el uso de la suplementación conjunta del medio ¾ DM con concentraciones de 0,5 

a 4 mg*L-1 de 2-iP y concentraciones de 0,01 a 1 mg*L-1 de ANA, permiten la formación de tejido 

desdiferenciado (Callo) sobre los cortes y yemas de las microestacas, situación también observada 

por Litwinczuk y Wadas, (2008) en V. corymbosum al usar AIA (1,0 mg*L-1) en combinación con 2-

iP, sin embargo también reportan que esta situación no se presenta al utilizar AIB (1,16 mg*L-1). 

2.3.8 Conclusión 

Para la introducción in vitro de micro-estacas de agraz provenientes de poblaciones silvestres y 

semi-silvestres se recomienda seguir la siguiente estructura de desinfección e introducción: 

a) Colectar ramas o varetas de agraz de 15 a 20 cm que se encuentren en estadío fenológico de 

desarrollo III; b) Realizar tres lavados con agua corriente de las varetas defoliadas por cinco 

minutos; c) Inmersión por un minuto las varetas defoliadas en etanol al 70%; d) Introdución de las 

varetas  defoliadas, bajo agitación constante en una solución desinfectante de hipoclorito al 2% por 

15 minutos; e) Realizar  tres lavados con agua destilada estéril de las varetas de agraz por cinco 

minutos; f) Inmersión de las varetas en una suspensión de benomyl al 1% por una hora bajo 

agitación constante por 60 minutos; g) Realizar tres lavados con agua destilada estéril por cinco 

minutos; h) Cortar en total asepsia en cámara de flujo laminar las varetas en micro-estacas de 2,5 

a 3,0 cm con dos o tres yemas; i) Colocar en una solución de hipoclorito de sodio al 0,5%, bajo 

agitación constante las micro-estacas obtenidas en el paso anterior por 20 minutos; j) Proceder  a 

lavar tres veces las micro-estacas con una solución estéril de 100 mg*L-1 de ácido cítrico y ácido 

ascórbico y mantenerlas en esta solución hasta su introducción.  

Por otra parte, la introducción debe realizarse sobre ¾ de sales mayores del medio de Debnath y 

Mcrae, (2001) suplementado con 200 mg*L-1 de L-cisteina, y 1 a 2 mg*L-1 de kinetina o 2 mg*L-1 de 
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2-iP sin suplementación de ANA la cual disminuye la respuesta de brotación lateral al combinarse 

con las citoquininas mencionadas a las concentraciones antes descritas, e induce la formación de 

tejido des diferenciado al complementarse con 2-iP. , Cada microestaca debe introducirse 

individualmente, para evitar la posible contaminación cruzada entre los  explantes. 

Adicionalmente, debe evaluarse en próximas oportunidades el crecimiento in vitro y el subcultivo, 

de los brotes obtenidos durante un periodo superior a 45 días en las condiciones antes 

mencionadas, y el uso de otras citoquininas como bencilaminopurina (BAP) y benciladedina (BA). 

Igualmente, se recomienda evaluar el efecto y la relación con la formación de callo, yemas y brotes 

adventicios y axilares del uso de distintas auxinas en combinación con 2-iP a diferentes 

concentraciones en micro-estacas de agraz, hojas jóvenes y tejidos provenientes de plántulas. Es 

conveniente evaluar el efecto de la combinación de diferentes auxinas y citoquininas a distintas 

concentraciones sobre la elongación de brotes y yemas incluyendo las ya evaluadas. 
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3. Multiplicación in vitro de agraz (Vaccinium 

meridionale Swartz) a través de la induccción de 

organogénesis directa  

El desarrollo de protocolos de micropropagación del género Vaccinium y especialmente del agraz 

(Vaccinium meridionale Swartz), presenta serias dificultades. Lo anterior es más evidente al usar 

explantes como: microestacas, yemas, segmentos nodales e inter-nodales provenientes de rodales 

y poblaciones naturales. Ya que estos explantes al ser introducidos en cultivos in vitro tienden a 

sufrir fuertes problemas de contaminación superficial y endógena, además de una fuerte oxidación 

de los tejidos introducidos(Jaakola et al., 2001; Debnath, 2005; Pereira, 2006; Castrillón et al., 2008; 

Trujillo, 2009). Por otra parte la variabilidad genética que presentan las poblaciones naturales de 

plantas impide una respuesta uniforme a los protocolos de propagación asexual in vitro y ex vitro 

dependiendo del origen poblacional de los explantes  (Helperin, 1986; Pratta, et al., 1997; Preece, 

2008) como es el caso de las varetas recolectadas de agraz en este estudio. Estas razones obligan 

al desarrollo de otras alternativas de propagación in vitro del agraz. 

3.1 Materiales y métodos 

Con el fin de establecer una metodología de multiplicación in vitro de agraz (Vaccinium meridionale 

Swartz) a través de organogénesis se realizó una serie de ocho experimentos, los cuales fueron 

realizados en el Laboratorio de Biotecnología “Antonio Angarita Zerda” de la Facultad de Ciencias 

Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá.  

En estos experimentos se utilizaron como explantes semillas, hojas completamente maduras, hojas 

cotiledonares, e hipocótilos de agraz. 

Todos los experimentos fueron establecidos en un diseño completamente al azar. Para la siembra 

se emplearon frascos de 120 cc que contenían 20 cc del medio desarrollado por Debnath y McRae 

(2001) para arándano rojo (Vaccinium macrocarpon) suplementado con 9 gr*L-1 de agar 

bacteriológico (Oxoid ®), 30 gr*L-1de sacarosa, 200 mg*L-1 de L-cisteina (Merk ®) como medio básico 

(MB), y sometidos a un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad, a menos que se indique 

lo contrario, con una temperatura promedio de 20 °C, bajo luz blanca fría (6500K) . El pH de los 

medios fue ajustado a 5.0 antes de ser auto clavado por 15 minutos a 120 °C y 15 PSI.  

En los tratamientos en los cuales el medio de cultivo básico (MB) debía ser suplementado con 

tidihazuron o zeatina, estos reguladores de crecimiento fueron esterilizados por filtración y 

agregados al MB estéril cuando este alcanza una temperatura aproximada de 65 °C, de acuerdo 

con los experimentos y sus respectivos tratamientos.  
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El MB fue suplementado con tidihazuron (0,00, 0,01, 0,10, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L-1) con el fin de 

generar des-diferenciación de los tejidos, formación de callo, y el desarrollo de tejidos y órganos 

diferenciados como yemas, brotes y tallos. Igualmente fue suplementado con zeatina (0,00, 1,00 y 

2,00 mg*L-1) con el fin de provocar la elongación de yemas y brotes.   

3.1.1 Desarrollo de un protocolo de germinación in vitro 

Con el fin de desarrollar un protocolo de germinación in vitro de semillas de agraz, se realizaron 

dos experimentos. El primero de ellos con el fin de establecer una adecuada desinfección del 

material a introducir. El segundo con el fin de establecer el modo de introducción de las semillas 

de agraz.     

• Experimento 1: Desinfección de semillas de agraz   

Las semillas de agraz fueron extraídas por maceración de frutos secos. Para tal fin se recolectaron 

frutos completamente maduros en la localidad de San Miguel de Sema (Boyacá). Los cuales fueron 

secados a temperatura ambiente.  

Las semillas extraídas fueron lavadas tres veces con agua corriente. Luego estas fueron sumergidas 

por un minuto en etanol al 70%. Inmediatamente después las semillas se sometieron a la acción de 

una solución desinfectante a base de hipoclorito de sodio por una hora. Posteriormente, a este 

procedimiento las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril para eliminar los 

residuos de etanol y solución desinfectante.  

Con el fin de establecer la concentración de hipoclorito de sodio en la solución desinfectante se 

realizó un experimento completamente al azar con diez repeticiones. En este experimento se 

evaluaron tres concentraciones de hipoclorito de sodio (0.5, 0.75 y 1% p/v) en la solución 

desinfectante. 

Las semillas desinfectadas fueron introducidas en frascos de 120 cc que contenían 20 cc de MB. A 

los ocho días de su introducción se evaluó la presencia de contaminación. 

• Experimento 2: Introducción de semillas de agraz in vitro      

Para determinar el procedimiento adecuado para la introducción de semillas de agraz in vitro se 

desarrolló un experimento completamente al azar, con 15 repeticiones por tratamiento. En el cual 

se evalúa el tipo de medio donde se presenta una mejor germinación de las semillas de agraz. Los 

medios evaluados fueron los siguientes: 1. Medio básico Liquido, 2. Medio básico sólido, 3. Medio 

básico solido más 5 mL de agua destilada estéril y 4. Medio básico sólido más 5 mL de medio básico 

líquido.          
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Las semillas desinfectadas antes de ser introducidas en frascos de 120 cc con los distintos tipos de 

medio fueron sumergidas en una solución estéril de 1000mg*L-1 de ácido giberélico (GA3) por doce 

horas de acuerdo con lo recomendado por Hernández et al. (2009). 

A partir de los 15 días después de la introducción de las semillas se evaluó la germinación de las 

semillas cada semana hasta los 45 días. La germinación fue evaluada por medio de una escala 

desarrollada para este fin (Tabla 3-1). 

Tabla 3-1: Escala de evaluación de la germinación de semillas de agraz.     

 

3.1.2 Inducción de organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e 
hipocótilos  

Con el fin de establecer un protocolo de propagación in vitro alternativo basado en la des-

diferenciación y posterior organogénesis de tejidos jóvenes de agraz o por medio de procesos de 

organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e hipocótilos se realizaron cuatro experimentos.    

• Experimentos 3 y 4: Efecto de la concentración de tidihazuron sobre la inducción de des-

diferenciación y organogénesis sobre hipocótilos y hojas cotiledonares 

Con el fin de establecer un procedimiento de multiplicación in vitro de plantas de agraz, se 

desarrollaron dos experimentos completamente al azar donde se evalúa el efecto de diferentes 

concentraciones de tidihazuron sobre la inducción de des-diferenciación de tejidos y 

organogénesis. Estos experimentos se realizaron sobre dos tipos de explantes juveniles (Hojas 

cotiledonares e hipocótilos). 

Para realizar estos experimentos se obtuvieron hojas cotiledonares e hipocótilos de plantas 

germinadas in vitro. Los hipocótilos fueron cortados de forma aséptica y cultivados en frascos de 

120 cc que contenían 20 cc de medio basal suplementado con 0, 0,01, 0,1, 1, 2 y 4 mg*L-1 de 

tidihazuron respectivamente. Cada tratamiento contó con diez repeticiones. En cada frasco se 

colocaron tres hipocótilos.  El experimento fue evaluado a los 45 días.    

Las hojas cotiledonares obtenidas de plántulas germinadas in vitro fueron cultivadas en frascos de 

120cc con 20 cc de medio básico suplementado con 0, 0,05, 0,5, 1, 2 y 4 mg*L-1 de tidihazuron. La 

mitad de ellos fue cultivada en oscuridad total y la otra mitad bajo un fotoperiodo de 16 horas luz 

0 No hay germinación 0%

1 Escasa germinación <10%

3 Baja germinación 10-25%

5 Germinación media 25-50%

7 Buena germinación 50-75%

9 Excelente germinación 75-100%
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ocho de oscuridad. Cada tratamiento conto con cinco repeticiones. En cada uno de los frascos 

fueron colocadas seis hojas cotiledonares con la cara abaxial en contacto con el medio. El 

experimento fue evaluado a los 60 días.     

En estos experimentos se evaluó la presencia o ausencia de tejido des-diferenciado (callo) y el 

número de yemas o brotes por explante y por unidad experimental. 

• Experimentos 5 y 6: Evaluación del efecto de la concentración de zeatina sobre la elongación 

de yemas provenientes de organogénesis directa sobre hipocótilos y hojas cotiledonares 

Hipocótilos y hojas cotiledonares sobre los cuales se indujo organogénesis directa fueron colocados 

sobre medio básico por quince días con el fin de eliminar la influencia del tidihazuron sobre los 

explantes de acuerdo con lo recomendado por (Cao & Hammerschlang, 2002). 

Luego se realizaron dos experimentos en los cuales se evaluó el efecto de la concentración de 

zeatina (0, 1, 2 mg*L-1) sobre la elongación de brotes y yemas de agraz producidos sobre hipocótilos 

y hojas cotiledonares. Cada uno de los tratamientos tuvo cinco repeticiones. 

En cada uno de los frascos se colocaron en el caso de los hipocótilos tres con yemas y brotes, y en 

el caso de las hojas cotiledonares cinco con yemas y brotes. 

Se evaluó el número de brotes elongados, la longitud de los brotes y el vigor de los brotes. 

• Observación en microscopio óptico de la formación de yemas en hipocótilos y hojas 
cotiledonares: 

Hojas cotiledonares e hipocótilos con formación de yemas y brotes fueron sometidos a un proceso 

de fijación y tinción, el cual fue el siguiente: 

En tubos ependorf de dos mililitros, fueron colocados en su interior hipocótilos u hojas 

cotiledonares de agraz que fueron sometidos a un proceso de inducción de des-diferenciación y 

organogénesis in vitro. Posteriormente los tubos se llenaron con solución de Bouin como solución 

fijadora por 24 horas. Luego se procedió a eliminar la solución de Bouin por medio de lavados 

sucesivos con etanol al 65%. Inmediatamente después de esto los hipocótilos y hojas cotiledonares 

fueron sometidos a deshidratación por medio de la inmersión por 24 horas en pasos progresivos 

en etanol al 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96 y 100%. Acto seguido los explantes fueron embebidos en 

procedimientos sucesivos en mezclas de butanol-etanol 1:1 por 24 horas, luego en butanol al 100% 

por 24 horas, posteriormente en una mezcla de butanol-parafina 1:1 por 24 horas y por último en 

parafina al 100% por 24 horas. 

Después de realizar lo anteriormente expuesto se procedió a incluir los explantes en parafina. El 

material incluido fue cortado con micrótomo de rotación tipo Minot, Modelo Spencer 820, 

obteniendo cortes de seis micras.  
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Los cortes realizados fueron suspendidos en un baño de flotación, y luego colocados en 

portaobjetos limpios y desengrasados. A continuación, los cortes fueron secados a 50°C por 24 

horas. A continuación, se procedió a la tinción de los cortes realizados. Esta fue ejecutada por 

medio de la inmersión y lavados sucesivos de los cortes en: 

• Inmersión en xilol por 10 minutos, tres veces de forma sucesiva. 

• Inmersión en etanol al 96% por 10 minutos tres veces de forma sucesiva. 

• Inmersión en una solución de safranina por 24 horas. 

• Lavado con agua corriente de cinco a diez minutos.  

• Inmersión en una mezcla de ácido pícrico-etanol por 10 segundos. 

• Inmersión en una solución de fast green por 20 segundos. 

• Inmersión en una solución de esencia de clavos de olor por 10 segundos. 

• Inmersión en etanol al 96% por 10 minutos, tres veces de forma sucesiva. 

• Inmersión en xilol por 10 minutos, dos veces de forma sucesiva. 

Por último, los cortes fueron sellados con resina sintética y cubiertos con una lámina de 

cubreobjetos. 

3.1.3 Analisis estadístico 

Los datos recolectados del primer y tercer experimento fueron analizados por medio de estadística 

descriptiva. Los experimentos 2, 3, 4, 5y 6° fueron analizados por medio de análisis de varianza, 

prueba de diferencias de medias de Duncan, test de krukal-wallis y análisis de varianza para datos 

categóricos por medio del paquete estadístico [SAS/STAT] software versión 9.1. 

3.2 Resultados y discusión 

3.2.1 Establecimiento de un protocolo de germinación in vitro 

• Procesos de desinfección de semillas de agraz 

Al usar una solución de hipoclorito de sodio al 0,5% como solución desinfectante durante una hora 

de las semillas de agraz, no se presenta contaminación in vitro ocho días después de la introducción 

de estas. Se observó el mismo comportamiento al utilizar una solución de hipoclorito de sodio al 

1%.  Este comportamiento difiere del observado al usar una solución de hipoclorito de sodio al 

0,75% por que el 50% de las unidades experimentales presentó contaminación a los ocho días 

después de la introducción de las semillas de agraz. De acuerdo con lo expuesto anteriormente se 

determina que la concentración adecuada de hipoclorito de sodio en la solución desinfectante es 

del 1% ya que no se observó contaminación superficial al usar concentraciones inferiores al 1% y 
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superiores al 0,5% indicando que al usar una concentración del 0,5 % de hipoclorito de sodio en la 

solución desinfectante es posible que se desarrolle un proceso de contaminación superficial del 

medio de cultivo en cual se introducen las semillas de agraz para su cultivo in vitro.  

En concordancia con lo expuesto se definió el siguiente procedimiento de desinfección de semillas 

de agraz para su introducción in vitro: 

1. Extracción de las semillas de agraz por maceración de frutos secos completamente 

maduros.  

2. Triple lavado de las semillas extraídas con agua corriente, con el fin de eliminar 

impurezas y residuos de fruto. 

3. Inmersión de las semillas de agraz por un minuto en etanol al 70%. 

4. Inmersión de las semillas de agraz en una solución desinfectante con hipoclorito de 

sodio al 1% por 60 minutos. 

5. Triple lavado de las semillas de agraz con agua destilada estéril, con el fin de eliminar 

residuos de etanol e hipoclorito de sodio.      

• Comportamiento de la germinación in vitro de semillas de agraz 

Luego, de determinar el procedimiento de desinfección de las semillas de agraz se evaluó el efecto 

de cuatro tipos de medios de cultivo sobre la germinación in vitro de las semillas de agraz. Los 

diferentes sustratos de germinación utilizados afectan el comportamiento de la germinación in 

vitro en concordancia con el análisis de varianza para datos categóricos (Pr > χ2 < 0,0001), y la 

prueba de Kruskal-Wallis (Pr > χ2 < 0,0001).  

El comportamiento de la germinación de las semillas de agraz es similar al usar MB solido o una 

combinación de MB sólido y MB líquido como sustrato de germinación (Pr > χ2 = 0,9917). 

Igualmente se observó que al usar como sustrato de germinación MB líquido o MB solido más agua, 

el comportamiento de la germinación fue equivalente entre sí (Pr > χ2 = 0,3305). Por otra parte, se 

registró que el desempeño de la germinación entre los dos grupos anteriormente mencionados fue 

diferente (Pr > χ2 ≤ 0,0053).           

Se observó una mayor germinación de las semillas de agraz in vitro al usar como sustrato el MB en 

fase solida o el MB en una combinación de fase sólida y fase liquida. Esto se explica porque el grado 

de germinación al usar estos medios presento una mayor mediana y una mayor moda que al usar 

el MB en fase líquida o el MB en fase sólida en combinación con agua destilada estéril (tabla 3-2). 

Los porcentajes de germinación promedio observados fueron de 19,33% en medio básico líquido, 

de 76,64% en medio básico sólido, de 76,66% en medio básico solido en combinación con medio 

básico líquido y de 31,98% en medio básico solido en combinación con agua destilada estéril. 
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Tabla 3-2: Comportamiento del grado de germinación in vitro de las semillas de agraz sobre MB en distintas fases.  

 

Además, el 80% y el 73,3% de las unidades experimentales en las que se usó como sustrato de 

germinación el MB en fase sólida y el MB en combinación de fase sólida y fase liquida presentaron 

un grado de germinación mayor a cinco respectivamente. Lo cual indica que al menos el 50% de las 

semillas introducidas germinaron en condiciones in vitro. La germinación se presentó en estos 

experimentos entre los 20 y 30 días después de la introducción in vitro. Es de anotar que se observó 

la formación de raíces (figura 3.1). 

 

Figura 3.1: plántulas de agraz germinadas in vitro. El círculo rojo muestra la formación y crecimiento de raíces bajo cultivo 
in vitro. El círculo rojo indica la formación de raíces.    

Valencia y Ramírez (1993) reportaron que el porcentaje de germinación de las semillas de agraz 

oscila entre un 20% y 23% para semillas pequeñas (0,84-1,40 * 0,5-1,20 mm) y entre un 54% y 62% 

para semillas grandes (1,40-1,87 * 0,87-1,40). Igualmente establecieron que la viabilidad de las 

semillas de agraz se encuentra entre un 85% y un 90%. Cardozo (2005) observo que la germinación 

de las semillas de V. meridionale comienza a los 16 días después de la siembra y alcanza un 95% a 

los 45 días después de la siembra. A su vez Guzmán-C (2005) estudio la germinación in vitro de las 

semillas de agraz sobre medio Murashige y Skoog (MS) (1962) ½ MS y “Woody Plant Medium” 

(WPM) (Lloyd y McCown 1980) con o sin suplementación con 1,00 mg*L-1 de AIA, 2,00 mg*L-1 de 

BAP y  1,00 mg*L-1 de GA3 encontrando que el porcentaje de germinación alcanza el 90% al utilizar 

Medio basico 

líquido

Medio basico 

sólido

Medio basico 

sólido + agua

Medio basico 

doble fase

Media 2,06 7,13 3,4 7,13

Mediana 1 7 3 7

Moda 0 7 3 9

Varianza 3,64 3,12 3,54 3,7

Desviación  

Estándar
1,91 1,78 1,88 1,92
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½ MS sin suplementación con fitoreguladores, 50% al utilizar MS con o sin suplementación con 

fitoreguladores y del 20 % al usar WPM suplementado con fitoreguladores. Además, encontró que 

el uso de fitoreguladores provoca faciación y vitrificación en las plántulas obtenidas.  Por otra parte, 

Magnitskiy y Ligarreto (2007) reportaron que la germinación de las semillas de agraz se encuentra 

entre un 29% y un 38% a 25 °C sin ningún tratamiento pre-germinativo, mientras la viabilidad de 

las semillas se encuentra entre 70% y 82%. Igualmente reportan que al usar 500mg*L-1 de Nitrato 

de potasio o de ácido gibelereico en soluciones de imbibición sobre las semillas de agraz se alcanza 

una germinación del 50% a 25 °C. Así mismo, Hernández et al., (2009) establecieron que el 

porcentaje de germinación de las semillas agraz es del 63% sin ningún tratamiento pre-germinativo, 

mientras la viabilidad alcanza un 84,2%. Igualmente reportan que al usar un régimen de luz 

constante a 20 °C se alcanza 84% de germinación y esta aumenta al embeber las semillas por 24 

horas en soluciones de imbibición de 500, 1000 y 2000 mg*L-1 de GA3 a 97%, 98% y 93% 

respectivamente. Cordoba et al., (2010) reporto una germinación acumulada a los 40 días del 70% 

para Vaccinium floribundum y del 62 al 95% para Vaccinium meriodionale a los 45 días usando 

semillas frescas y un régimen de luz moderada. Castro et al., (2012) obtuvieron un porcentaje de 

germinación de 83,5% al usar semillas grandes extraídas de frutos muy maduros, con una semana 

de almacenamiento, sometidas a un régimen de luz constante, con una temperatura de 18 ± 2 °C 

sobre agua destilada estéril. Pérez et al., (2012) observo porcentajes de germinación del 76 % al 

usar semillas de agraz obtenidas de frutos completamente maduros (epidermis 100% purpura 

oscuro), estado en cual encontró un mayor peso seco de la semilla, utilizando la metodología 

propuesta por Medina et al. (2008).              

Los porcentajes de germinación promedios observados en este estudio al usar como sustratos de 

germinación MBS y MBS+MBL fueron superiores al porcentaje de germinación reportados por 

Valencia y Ramírez (1993), Magnitskiy y Ligarreto (2007) y Hernández et al., (2009) pero inferiores 

a los alcanzados por Hernández et al., (2009) al usar un régimen de luz  continua  sobre semillas 

sometidas a imbibición con soluciones de AG3 por 24 horas y al obtenido por Castro et al., (2012) 

al utilizar un régimen de luz continua a una temperatura de 18 ± 2 °C en condiciones in vitro 

utilizando como sustrato de germinación agua destilada estéril.  

Es posible que los porcentajes de germinación en MBS y MBS+MBL no alcanzaran los porcentajes 

de germinación alcanzados en los estudios de Hernandez et al., (2009) y Castro et al., (2012) a las 

siguientes causas:  

• Los experimentos de este estudio fueron llevados a cabo bajo un fotoperiodo de 16 horas 

luz en cambio de un régimen de luz constante el cual favorece la germinación de las 

semillas de agraz de acuerdo con lo encontrado por Hernández et al., (2009). 

• El proceso de desinfección de las semillas de agraz utilizado afecte en algún grado la 

viabilidad de las semillas de agraz.  
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• No se realizó un proceso de selección de la semilla utilizada en los experimentos y esta fue 

obtenida de frutos secos acciones que pueden disminuir la viabilidad de la semilla de agraz 

ya que porcentaje de germinación de las semillas de mayor tamaño (1,40-1,87 mm de largo 

* 0,87-1,40 mm de ancho) (54% - 64%)  es superior al de las semillas de menor tamaño 

(0,84-1,40 mm de largo * 0,5*1,2 mm de ancho) (20 -23 %) (Valencia & Ramirez, 1993) y  la 

viabilidad y el porcentaje de germinación  de las semillas de agraz disminuye cuando estas 

son almacenadas al interior de los frutos (Magnitskiy & Ligarreto, 2007). Así mismo las 

semillas utilizadas fueron obtenidas de frutos en diferentes estados de madurez (III y IV) 

(Pérez, et al., 2012), situación que no favorece la germinación de las semillas ya que algunas 

no alcanzan su mayor peso seco.                

Por otra parte, el comportamiento de la germinación al utilizar como sustrato MBL o MBS + agua 

destilada estéril fue muy baja. En el primer caso es posible que se presenten daños en la viabilidad 

de la semilla por estrés osmótico al encontrarse en una solución con un alto contenido de sales. 

Situación similar a la observada por Castro et al., (2012) al utilizar como sustrato de germinación 

1/3 de MS (42%). En el segundo caso no es clara la razón que explica el mal comportamiento de la 

germinación. También es importante mencionar que Guzmán-C (2005) encontró que la 

germinación de las semillas de agraz es baja cuando se utilizan medios con alto contenido de sales 

como los son MS (50%) y WPM (20%) mientras al utilizar bajos contenidos de sales (½ MS 90%) se 

promueve un porcentaje alto de germinación en medios sólidos. Esto es similar a lo encontrado en 

este trabajo donde el MB es bajo en sales, y concuerda con el uso de medios con bajos contenidos 

de sales en la germinación in vitro de semillas del género Vaccinium.   

De acuerdo con los resultados de estos dos experimentos se estableció un protocolo de 

germinación in vitro de semillas de agraz el cual se divide en dos fases un protocolo de desinfección 

y un protocolo de introducción los cuales se presentan a continuación:  

• Protocolo de desinfección: 

1. Tres lavados con agua corriente.  

2. Inmersión de las semillas en etanol al 70% por un minuto.  

3. Inmersión de las semillas en una solución de 1% de hipoclorito de sodio por 1 hora.  

4. Tres lavados con agua destilada estéril.  

• Protocolo de Introducción: 

1. Inmersión en una solución estéril de 1000 mg*L-1 de GA3 por 12 horas.  

2. Siembra de 50 semillas por frasco de 120 ml, con 20 ml de medio básico (Debnath & 

Mc Rae, 2001)  

3. Adición al frasco 5 ml de medio básico líquido cubriendo las semillas.  

4. Colocar los frascos de 120 ml en un fotoperiodo 16 horas luz 8 de oscuridad con una 

temperatura promedio de 20°C. 
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5. Después de realizada la introducción de las semillas de agraz, la germinación de las 

semillas se presenta entre los 20 y 30 días después de la introducción.  

3.2.2 Inducción de organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e 
hipocótilos  

• Organogénesis directa a partir de hipocótilos 

Al evaluar la respuesta al cultivo in vitro de hipocótilos de agraz en MB se encontró que sobre este 

tipo explante se forman fácilmente brotes adventicios. Sin embargo, no todos los hipocótilos 

cultivados in vitro presentan una respuesta positiva (figura 3-2). 

El 50% de los hipocótilos cultivados en medio básico sin suplementación presentan formación de 

brotes adventicios, sin embargo, estos presentan pardeamiento y posterior muerte del tejido. Los 

hipocótilos cultivados sobre MB suplementado con 4mg*L-1 de TDZ presentan engrosamiento del 

tejido y formación de brotes en un 66,7% de los casos, aun así, los brotes y yemas producidos se 

encontraban cerrados y son bastante gruesos, luego de 90 días de cultivo estos se necrosaban y 

morían. Cuando el MB fue suplementado con 1 o 2mg*L-1 de TDZ se presentó la formación de 

yemas y brotes adventicios con un menor engrosamiento de los hipocótilos. Los brotes observados 

en estos casos estaban abiertos sin presentar una elongación evidente y mostraban faciación. Los 

hipocotilos que fueron cultivados en medio básico suplementado con 0,1mg*L-1 presentaron un 

ligero engrosamiento y la formación de yemas y brotes adventicios abiertos, sin faciación y en 

algunos casos se observó la formación clara de hojas y una ligera elongación de los brotes. Cuando 

la suplementación del MB fue de 0,01mg*L-1 de TDZ no se observó un claro engrosamiento de los 

hipocótilos, pero la formación de yemas y brotes adventicios los cuales se encontraban abiertos sin 

faciacion y en algunas ocasiones presentaban la formación de hojas con una ligera elongación. Por 

otra parte, la formación de yemas y brotes adventicios a partir de hipocótilos de agraz no requiere 

la formación de tejido des-diferenciado (Callo) (Figura 3-2).  
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Figura 3.2: Formación de yemas y brotes adventicios sobre hipocótilos cultivados in vitro sobre medio básico 
suplementado con tidhiazuron a diferentes concentraciones A) 0,00 mg*L-1, B) 0,01 mg*L-1, C) 0,10 mg*L-1, D) 1,00 mg*L-

1, E) 2,00 mg*L-1, y F) 4,00 mg*L-1. 

El número de hipocótilos que presenta respuesta al cultivo in vitro varía de acuerdo con la 

concentración de TDZ (P > F = 0,0056) observándose que el no uso de suplementación del medio 

básico con TDZ es diferente al uso de concentraciones de 0,01, 0,10, 2,00 y 4,00 mg*L-1 de TDZ, mas 

no del uso de TDZ a una concentración de 1,00 mg*L-1. Por otra parte, no se observan diferencias 

estadísticas entre el número de explantes que responden al uso de TDZ como suplementación del 

MB (Figura 3-3).  

Por otra parte, el mayor número promedio de yemas y brotes adventicios se observó con una 

concentración de 4mg*L-1 de TDZ. (Figura 3-4). El número de yemas y brotes adventicios por unidad 

experimental es afectado por la concentración de TDZ en el MB (P > F = 0,021) y este aumenta con 

el incremento de la concentración de TDZ en el MB. El número de brotes es similar al utilizar 

concentraciones de 0,00, 0,01, 0,10 y 1,00 mg*L-1 de TDZ en el MB. Igualmente establece el número 

de brotes es similar al utilizar concentraciones de 0,10, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L-1 de TDZ en el MB.  

A B C 

D E F 
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Figura 3.3: Número de explantes (hipocótilos) promedio que presentan respuesta y formación de brotes adventicios al 
ser sometidos a distintas concentraciones de tidhiazuron.  

 

Figura 3.4: Número promedio de brotes adventicios observados sobre hipocótilos de agraz sometidos a distintas 
concentraciones de tidihazuron por explante. 

Aunque no se encontraron diferencias estadísticas entre el vigor de las yemas y brotes adventicios 

obtenidos de hipocótilos cultivados in vitro (P > χ2 = 0,09323). El vigor de las yemas y los brotes 

adventicios disminuye a medida que la suplementación con TDZ del MB aumenta. (Figura 3-5). 
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Figura 3.5: Vigor promedio de los brotes adventicios observados sobre hipocótilos de agraz sometidos a distintas 
concentraciones de tidhiazuron.   

De acuerdo con lo consignado anteriormente la formación de yemas y brotes adventicios es 

satisfactoria cuando la suplementación del MB se encuentra entre 0,01 y 0,10 mg*L-1 de TDZ. Esto 

es debido a que a estas concentraciones se observa la formación entre diez y 23 brotes y yemas 

adventicias por unidad experimental vía organogénesis directa con buen vigor y sin defectos 

evidentes debidos al cultivo in vitro. 

• Elongación de los brotes y yemas adventicios obtenidos sobre hipocótilos de agraz  

Al comparar la respuesta a la suplementación con zeatina a concentraciones de  0,00, 1,00,  2,00 

mg*L-1 de yemas y brotes obtenidos sobre hipocótilos de agraz se encontró que: 1) no se 

presentaron diferencias significativas entre el largo promedio de los brotes (P > F = 0,2756), el 

número de brotes alongados (P > F = 0,2007) y el vigor medio de los brotes (P > F = 0,6053)  2) El 

mayor número promedio de brotes elongados se observó al usar un suplementación de 2 mg*L-1 

de zeatina, seguido de una suplementación con 1 mg*L-1 y la no suplementación del medio básico. 

3) La mayor altura promedio de los brotes elongados se observó al usar una suplementación de 

1,00 mg*L-1 de zeatina, y la inferior al utilizar una suplementación de 2,00 mg*L-1 de zeatina. 4) Los 

brotes elongados presentaron un mejor vigor al usar una suplementación de 2,00 mg*L-1 y el menor 

vigor se observó al no usar suplementación (Figura 3-6). 

Por otra parte, los coeficientes de determinación y variación observados sobre el número de brotes 

elongados (R2=0,253255; CV=61,84752) y la altura promedio de brotes elongados (R2=0,208877; 

CV=38.48019) demuestran que existió una gran variación en el experimento no debida a la 

suplementación con zeatina del medio básico. Lo cual indica que existen otros factores que 

aportaron a la variabilidad observada. Dos de estos factores no controlados en el experimento son: 

1) la concentración interna de reguladores de crecimiento de los explantes sometidos a 

morfogénesis y 2) el genotipo de los explantes. 
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Figura 3.6: Número promedio de brotes alongados, Altura promedio y vigor promedio de los brotes alongados 

observados por hipocótilo cuando estos son suplementados con distintas concentraciones de zeatina.  

En el primero de ellos se controló al cultivar los explantes en medio básico sin reguladores de 

crecimiento por 15 días con el fin de eliminar la influencia de los reguladores de crecimiento 

externos aplicados al medio de cultivo (TDZ en diferentes concentraciones). Sin embargo, la 

variabilidad observada en el experimento indica que la concentración de TDZ durante la inducción 

de organogenesis directa tiene una influencia directa sobre la elongacción de las yemas y brotes 

producidos aún al usar brotes que fueron sometidos a cultivo in vitro sin reguladores de 

crecimiento durante 15 días. Lo cual no concuerda con lo observado por Cao & Hammerschlang, 

(2002) en Vaccinium corymbosum. 

En  cuanto al genotipo, las plantas del genero Vaccinium por lo general se comportan como plantas 

alogamas. Razón por la cual presentan una alta polinización cruzada natural. Esto se evidencia en 

el agraz gracias a los estudios de polinización realizados por Chamorro (2015), que  muestran que 

el agraz presenta polinización cruzada natural en su mayor parte entomofila.  En concordancia con 

lo anterior las plantulas de Vaccinium meridionale obtenidas por semilla presentan una alta 

variabilidad genetica. Por lo tanto estas plantulas y sus explantes (hojas cotiledonares, hipocotilos 

y radicula) presentan una respuesta diferencial al cultivo in vitro. Ya que la respuesta in vitro es 

dependiente del genotipo.   

Es igualmente importante resaltar que los explantes presentaron elongación de brotes luego de 

remover la suplementación de TDZ, sin importar si se aplicaba o no una suplementación con zeatina 

(Figura 3-7). Sin embargo, el número y calidad de los brotes alongados es mejor nominalmente al 

utilizar una suplementación de 1 a 2 mg*L-1 de zeatina. 
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Figura 3.7: Elongación de brotes de agraz (Vaccinium meridionale) sobre hipocótilos, después de remover la 
suplementación con thidiazuron y aplicar o no una suplementación de 1 o 2 mg*L-1 con Zeatina. 

• Organogénesis directa a partir de hojas cotiledonares 

Al evaluar la respuesta in vitro de las hojas cotiledonares de agraz a la suplementación con distintas 

concentraciones de TDZ, bajo oscuridad total y/o en un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas 

de oscuridad se observó:  

1) Bajo oscuridad total no se presenta una respuesta in vitro satisfactoria. Bajo esta condición 

ninguna de las concentraciones de TDZ en el MB evaluadas permitió la formación de tejidos des-

diferenciados ni organogénesis directa. Además, las hojas presentaron oscurecimiento de los 

tejidos y posterior necrosis. Esto concuerda con lo reportado por Marcotrigiano, et al., (1996) en 

V. marocarpon donde no se observo una respuesta positiva de hojas obtenidas de brotes 

micropropagados de 16 semanas bajo suplementación con TDZ   y oscuridad total donde pocos 

explantes responden, y en caso de presentarse existe un escaso crecimiento. Sin embargo, la 

implementación de oscuridad total durante un periodo de una a tres semanas y el posterior 

sometimiento a un régimen de fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad es una práctica 

común en la obtención de organogénesis y des-diferenciación de tejidos sobre hojas del género 

Vaccinium. (Billings, et al., 1988) (Debnath, 2005) (Debnath, 2009) (Debnath & McRae, 2002). 

2) El 50% de las hojas cotiledonares que fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 

horas oscuridad y una suplementación con TDZ respondieron al cultivo in vitro, con la formación 

de yemas y brotes adventicios por organogénesis directa. Resultados similares a los observados 

fueron reportados en V. macrocarpon (Marcotrigiano, et al., 1996) , V. corymbosum (Ostrolucka, et 

al., 2004)  (Meiners, et al., 2007), V. vitis-idea, (Meiners, et al., 2007) V. angustifolium (Debnath, 

2009). Sin embargo, no se observa la formación de tejido des-diferenciado (callo) como se observa 

en V. vitis-idea (Debnath, 2005). 
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3) Las hojas cotiledonares cultivadas en MB sin suplementación de TDZ en un fotoperiodo de 16 

horas luz y 8 horas de oscuridad se mantenían verdes, pero no desarrollaban morfogénesis ni el 

desarrollo de tejidos des-diferenciados (Figura 3-8).  

 

Figura 3.8: Respuesta in vitro de hojas cotiledonares: A) Sobre medio básico, bajo oscuridad total y con o sin 
suplementación de tidhiazuron, B) Sobre medio básico, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad y sin 
suplementación de tidhianzuron y C) Sobre medio básico, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad con una 
suplementación de 1mg*L-1 de tidhiazuron.  

Se encontraron diferencias significativas (P > F < 0,0001) para el número de hojas cotiledonares de 

agraz que responden al cultivo in vitro con respecto al fotoperiodo utilizado, encontrándose que 

las hojas cotiledonares de agraz responden al cultivo in vitro cuando se encuentran bajo un 

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad. 

Al evaluar solo el efecto de la suplementación del MB con distintas concentraciones de TDZ sobre 

la respuesta in vitro de las hojas cotiledonares de agraz bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de 

oscuridad se encontró que:  

No se observan diferencias estadísticas (P > F = 0,1615) con respecto al número de hojas 

cotiledonares que presentan respuesta in vitro al ser cultivadas en MB suplementado con TDZ a 

concentraciones de 0, 0,05, 0,5, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L-1. Sin embargo, se observó que no hay 

morfogénesis cuando las hojas cotiledonares de agraz se cultivan sin suplementación de TDZ y esta 

respuesta si se observa en aproximadamente el 50% de los explantes cuando existe 

suplementación con TDZ (Figura 3-9).      
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Figura 3.9: Porcentaje de hojas cotiledonares de agraz que forman yemas y brotes adventicios al ser sometidas a una 
suplementación distinta con tidhiazuron del medio básico. 

El número de yemas y brotes adventicios generados por explante aumenta a medida que la 

suplementación con TDZ es mayor (Figuras 3-10), y existen diferencias estadísticas entre las 

distintas concentraciones de TDZ utilizadas (Pr > χ2 = 0,025). 

 

Figura 3.10: Número de yemas y brotes adventicios promedio observados sobre hojas cotiledonares de agraz sometidos 
a distintas concentraciones de tidhiazuron por explante. 

Por otra parte, el vigor de las yemas y brotes adventicios que son generados sobre hojas 

cotiledonares de agraz disminuye a medida que se aumenta la concentración de TDZ en el MB 

(Figura 3-11). 
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Figura 3.11: Vigor promedio de los brotes adventicios observados sobre hojas cotiledonares de agraz sometidos a 
distintas concentraciones de tidhiazuron. 

Es importante anotar que la morfogénesis observada sobre hojas cotiledonares de agraz se 

presentó en la base de las hojas sobre el corte del peciolo cuando, el MB fue suplementado con 

0,05, 0,50, y 1,00 mg*L-1 de TDZ. Cuando se usaron concentraciones de 2,00 y 4,00 mg*L-1 de TDZ 

en el MB se observó que además de la acumulación de yemas y brotes adventicios sobre la base de 

las hojas también se formaron yemas y brotes adventicios sobre la superficie adaxial de lámina 

foliar. Lo anterior es similar a lo observado en V. macrocarpon (Qu, et al., 2000) y V. corymbosum 

(Callow, et al., 1989). Sin embargo se ha observado regeneración en las dos caras de la lámina foliar 

en V. vitis-idea (Debnath & McRae, 2002), (Debnath, 2005) y en V. macrocarpon (Marcotrigiano, et 

al., 1996). Regeneración sobre la cara abaxial de la lámina foliar también es reportada en V. 

corymbosum (Billings, et al., 1988) (Rowland & Odgen, 1992). 

Observándose una mayor acumulación de yemas y brotes adventicios sobre la lámina foliar cuando 

se utiliza una concentración de 4,00 mg*L-1 de TDZ en el MB. Por otra parte, no se observó en 

ninguno de los tratamientos evaluados la formación de estructuras foliares ni una evidente 

elongación de las estructuras formadas. Las cuales se acumulan sobre un mismo punto una sobre 

otra. Con la excepción que las yemas formadas sobre la lámina foliar cuando se utilizó una 

concentración de 2,00 ó 4,00 mg*L-1 de TDZ en el MB (Figura 3-12).   

En este caso es claro que las hojas cotiledonares de agraz responden a la suplementación con TDZ, 

siempre y cuando estas estén bajo un fotoperiodo de 16 horas luz.  Además, no hay una diferencia 

clara entre la calidad de las estructuras inducidas (yemas y brotes) bajo distintas concentraciones 

de TDZ en el MB. Tampoco existe diferencia entre el número de explantes que responden a la 

suplementación con TDZ a diferentes concentraciones de TDZ en MB. Sin embargo, la cantidad de 

estructuras similares a yemas y brotes producidas por explante y por unidad experimental fue muy 

alta al utilizar una concentración de 4,00 mg*L-1 de TDZ. Por lo tanto, hay un mayor potencial de 
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propagación si se utiliza una concentración de 4,00 mg*L-1de TDZ en MB con el fin de inducir 

morfogénesis sobre hojas cotiledonares. 

 

Figura 3.12: Formación de yemas y brotes sobre hojas cotiledonales cultivadas in vitro sobre medio básico suplementado 
con tidhiazuron a diferentes concentraciones A) 0,00 mg*L-1, B) 0,05 mg*L-1, C) 0,50 mg*L-1, D) 1,00 mg*L-1, E) 2,00 mg*L-

1, y F) 4,00 mg*L-1.  

• Elongación de yemas adventicias obtenidas sobre hojas cotiledodares de agraz  

Al evaluar la respuesta al subcultivo en medio básico suplementado con zeatina a concentraciones 

de 0,00, 1,00 y 2,00 mg*L-1 de estructuras similares a yemas obtenidas de hojas cotiledonares de 

agraz (Vaccinium meridionale), no se encontraron diferencias estadísticas en el largo promedio de 

los brotes (P > F = 0,4665), el número de brotes alongados (P > F = 0,1737) y el vigor medio de los 

brotes (Pr > χ2 =0,5680). Por otra parte, el mayor número promedio de brotes elongados se observó 

al usar una suplementación de 2,00 mg*L-1 de zeatina, seguido de una suplementación con 1,00 

mg*L-1 y la no suplementación del medio básico. Así mismo, la mayor altura promedio de los brotes 

elongados se observó al usar una suplementación de 1,00 mg*L-1 de zeatina, y la inferior al no usar 
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suplementación con zeatina. Además, los brotes elongados presentaron un mejor vigor al usar una 

suplementación de 2,00 mg*L-1 y el menor vigor se observó al no usar suplementación (Figura 3-

13) 

  

Figura 3.13: Número promedio de brotes alongados, longitud y vigor promedio de los brotes elongados por cotiledón 
cuando estos son suplementados con distintas concentraciones de zeatina.  

Al igual que lo observado sobre hipocotilos, al usar como explante hojas cotiledonares se encontró 

que el coeficiente de variación del número promedio de brotes elongados (CV= 59,17) y la longitud 

de los brotes (CV= 44,80) son altos para un ensayo en laboratorio. Por otra parte, el coeficiente de 

determinación del número promedio de brotes elongados (R2 =0,253) y la longitud de los brotes 

(R2 = 0,119) fue bajo. Estas dos situaciones indican: 1) Que se presentó una alta variabilidad en la 

respuesta de elongación de los brotes y yemas obtenidos sobre hojas cotiledonares de agraz. La 

cual no es explicada por el uso de suplementación con zeatina a distintas concentraciones. 2) Las 

unidades experimentales no presentaron la uniformidad requerida para este tipo de experimentos. 

De acuerdo con lo anterior, se pueden identificar dos factores no evaluados en el experimento que 

pueden afectar la elongación de las estructuras similares a yemas y brotes obtenidos sobre hojas 

cotiledonares de agraz. Los cuales son: 1) la concentración interna de reguladores de crecimiento 

de los explantes sometidos a morfogénesis y 2) el genotipo de los explantes. 

En el primero de ellos se controló con el mismo procedimiento usado en hipocótilos. Y de igual 

manera se observó que la variabilidad en la respuesta de elongación de los brotes provenientes de 

hojas cotiledonares está directamente influenciada por la concentración de TDZ durante la 

inducción de organogénesis aún al usar brotes que fueron sometidos a cultivo in vitro sin 

reguladores de crecimiento durante 15 días.  
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Como fue explicado anteriormente el genero Vaccinium y el agraz como integrante de este grupo 

se comportan como plantas alogamas. Por lo tanto los explantes provenientes de pantulas 

obtenidas por germinación presentan una alta variabilidad genetica. Así la respuesta de los 

explantes al cultivo in vitro es diferencial como la han demostrado varios estudios.      

Es igualmente importante resaltar que al igual que con los hipocótilos, las hojas cotiledonares 

presentaron elongación de brotes luego de remover la suplementación de TDZ, sin importar si se 

aplicaba o no una suplementación con zeatina (Figura 3-14). Sin embargo, el número y calidad de 

los brotes alongados es mejor nominalmente al utilizar una suplementación de 1 a 2 mg*L-1 de 

zeatina. 

 

Figura 3.14: Elongación de brotes de agraz (Vaccinium meridionale) sobre hojas cotiledonares, después de remover la 
suplementación con tidihazuron, y aplicar o no una suplementación de 1 o 2 mg*L-1 con Zeatina. 

• Observación en microscopio óptico de la formación de yemas en hipocótilos y hojas 
cotiledonares 

Al cultivar hojas cotiledonares e hipocótilos de agraz sobre MB, suplementado con diferentes 

concentraciones de 0,01 a 4 mg*L-1 de TDZ se desarrollan estructuras similares a yemas y brotes 

(figuras 3-2, 3-12). Sin embargo, no era claro si estas provenían de un proceso de organogénesis o 

de embriogénesis somática. Por lo tanto, se realizó una serie de cortes histológicos sobre los 

explantes y las estructuras formadas sobre ellos.  

Al realizar los cortes histológicos sobre hipocótilos se observó que las estructuras globulares 

similares a yemas y brotes independientemente de la concentración de TDZ en la mayoría de los 

casos surgen de la asociación de varias células sobre el cuerpo del explante. Además, en la mayor 

parte de los casos las estructuras globulares presentan conexión con los tejidos del explante, no 

observándose independencia de estos tejidos con los tejidos de los explantes (figura 3-15). Lo 

anterior sugiere que las estructuras globulares que surgen sobre los hipocótilos provienen 

comúnmente de un proceso de organogénesis somática.  

Al usar una suplementación con TDZ del medio básico entre 0,01 y 1 mg*L-1 se observaron tres 

tipos de respuesta las cuales son:  
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Respuesta tipo 1: Zonas con una alta concentración celular, debido a un proceso fuerte de división 

celular generado por la acción del TDZ. En las cuales el tamaño celular es inferior a otros tejidos del 

hipocótilo y no se observa un sentido de división celular claro. Habitualmente de estas zonas surgen 

las estructuras similares a yemas y brotes (Figura 3-15, A, C, E y F).  Este tipo de respuesta fue la 

más observada. 

Respuesta tipo 2: En uno de los hipocótilos cultivados en MB con una concentración de TDZ de 0,1 

mg*L-1 se observó la formación de yemas a partir del círculo central, observándose claramente la 

formación de nuevos tallos con una estructura similar a un tallo joven (figura 3-15, B). 

Respuesta tipo 3: En uno solo de los cortes se observó sobre la típica formación de zonas con una 

alta densidad celular, una estructura globular con una altísima densidad celular que no presentaba 

conexión alguna con los tejidos del hipocótilo (figura 3-15, D). Esta estructura recuerda fase 

globular de formación de embriones somáticos conocido como estado globular. Sin embargo, no 

se observa ninguna de las otras fases de la embriogénesis somática e igualmente no se observó 

que las yemas y brotes que se presentaron sobre los hipocótilos presentaran independencia 

estructural frente a este. Lo cual indica que, aunque se puede presentar un proceso de 

embriogénesis somática sobre hipocótilos de agraz cuando estos son cultivados en medio básico 

suplementado con TDZ en concentraciones de 0,01 a 1 mg*L-1 de TDZ, esta respuesta es muy escaso 

y lo que se presenta en mayor medida son procesos de organogénesis somática. Como se evidencia 

en las respuestas tipo 1 y tipo 2. 

Cuando el medio básico fue suplementado con 2 o 4 mg*L-1 de TDZ se observó que los hipocotilos 

presentan un engrosamiento generalizado, el cual es más evidente en los cortes inferior y superior.  

Igualmente se observa sobre estos la formación de estructuras similares a brotes y yemas 

engrosados y con fasiación (figura 3-2). Al realizar cortes longitudinales y transversales sobre 

hipocotilos cultivados sobre medio básico suplementado con 2 o 4 mg*L-1 de TDZ se observaron 

evidencias de un fuerte proceso de división celular al interior de estos. Ya qué se encontró una alta 

concentración de células pequeñas. De estas zonas de alta división celular surgen estructuras que 

asemejan yemas en formación. Sin embargo, estas estructuras repiten un patrón de fuerte división 

celular al interior de estas lo cual hace que los posibles yemas y brotes presenten engrosamiento y 

problemas de fasiación (figura 3-15).        
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Figura 3.15: Cortes histológicos de hipocótilos de agraz cultivados en medio básico durante 45 días suplementado con 
diferentes concentraciones de tidhiazuron. A) 0,01 mg*L-1, B), C), y D) 0,10 mg*L-1, E) y F) 1,00 mg*L-1, G) y H) 2,00 mg*L-

1, I) y J) 4,00 mg*L-1. La respuesta tipo I esta indicada por ovalos rojos, la respuesta tipo II por ovalos azules y la respuesta 
tipo III por ovalos blancos.  Las líneas negras representan 100 micras 
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Las hojas cotiledonares de agraz al ser cultivadas sobre medio básico suplementado con TDZ a 

distintas concentraciones (0,05; 0,5; 1; 2; 4 mg*L-1), durante 45 días, presentan la formación de 

estructuras similares a yemas y brotes en la base de la hoja sobre el corte del peciolo. Igualmente 

se observan estas estructuras sobre la superficie adaxial de la lámina foliar al usar concentraciones 

de 2,00 a 4,00 mg*L-1 de TDZ (figura 3-12). Al realizar cortes histológicos a estas hojas cotiledonares 

se observó que al igual que en los hipocótilos, se presentan zonas en las cuales ocurre una alta 

división celular. Estas se dan especialmente en la base de la hoja, en la zona de corte del peciolo 

sin importar la concentración de TDZ. Al igual que en los hipocotilos de las zonas de alta división 

celular surgen estructuras similares a yemas y brotes, que presentan una conexión anatómica con 

el cotiledón (Figura 3-16). Al utilizar una concentración de 4,00 mg*L-1 de TDZ en el medio básico 

se observa que las estructuras formadas similares a yemas presentan sobrecrecimiento (figura 3-

16 D).    

 

Figura 3.16: Cortes histológicos de hojas cotiledonares de agraz cultivadas en medio básico durante 45 días 
suplementado con diferentes concentraciones de tidhiazuron. A) 0,50 mg*L-1, B) 1,00 mg*L-1, C) 2,00 mg*L-1 y D) 4,00 
mg*L-1. Las líneas negras representan 100 micras.  

Por otra parte, se observó que sobre la cara adaxial del cotiledón al usar una suplementación de 2 

o 4 mg*L-1 de TDZ en el medio se observó la formación de agrupaciones de células epidérmicas que 

entran en un proceso de rápida división celular de estos surgen estructuras similares a yemas 

(figura 3-17). 
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Figura 3.17: Formación de yemas adventicias, sobre la cara adaxial de hojas cotiledonares de agraz sometidas a cultivo 
in-vitro, bajo una suplementación con tidhiazuron de 2,00 o 4,00 mg*L-1. Las líneas negras representan 100 micras. 

3.2.3 Conclusión 

Al revisar los resultados de este capítulo es claro que la germinación in vitro de agraz ocurre entre 

los 20 y 30 días después de su introducción, y esta requiere del uso de medios de cultivo bajos en 

sales y mejora cuando se aplica una capa fina de medio líquido que permite la imbibición de las 

semillas. 

Por otra parte, tanto las hojas cotiledonares como los hipocotilos obtenidos de plántulas de agraz 

responden con la formación yemas, y brotes por organogénesis directa a la suplementación con 

TDZ de medio de cultivo. El número de brotes y yemas observadas aumenta al aumentar la 

concentración de TDZ, sin embargo, su calidad disminuye debido a la superposición de yemas y la 

deformación de estas. Los brotes y yemas presentan una mejor calidad a concentraciones de TDZ 

entre 0,01 y 1,00 mg*L-1.  

Por otra parte, la suplementación con TDZ genera la formación de zonas o puntos con una alta tasa 

de división celular en los tejidos parenquimaticos del hipocotilo, y la zona del corte del peciolo en 

las hojas cotiledonares de las cuales surgen yemas y brotes. Igualmente, al aumentar la 

concentración de TDZ a 2,00 y 4,00 mg*L-1 se genera la formación de zonas de alta división celular 

a partir de células epidérmicas en la cara adaxial de los cotiledones de los cuales surgen yemas.   

El uso de zeatina a concentraciones de 1 y 2 mg*L-1 permite la elongación de las yemas y brotes 

obtenidos sobre hipocótilos y cotiledones de agraz, presentándose una disminución en la longitud 

de estos al aumentar la concentración. 
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Anexo A. Algunos procedimientos de propagación in vitro 
reportados de algunas especies del género Vaccinium. 

Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta   Especie 
Medio de 
cultivo 

Referencia 

Hipocotilos 2-iP ANA 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral  

  V. corymbosum 
Murashige y 
Skoog (MS) 

(Lyrene, 1978) 

Anteras ---- 2, 4D 
Desdiferenciación y 
formación de callo 

  
V. corymbosum y V. 
virginatum 

MS (Lyrene, 1978) 

Yemas maduras 
12,3 a 24,6 
µM de 2-iP  

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. angustifolium Z-2 
(Brissette, Tremblay, 
Lord, & Gh, 1990) 

Brotes 
micropropagados 

---- ---- Enraizamiento ex vitro   V. angustifolium 
3:2:1 Turba, 
vermiculita, 
perlita 

(Brissette et al., 1990) 

Micro-estacas 
25 µM de 2-

iP  
---- 

Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral  

  V. corymbosun 
Woody plant 
médium 
(WPM) y MS 

(Gonzalez, Lopez, 
Valdes, & Ordas, 2000) 
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Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta   Especie 
Medio de 
cultivo 

Referencia 

Micro-estacas 
18 µM de 
Zeatina 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral  

  V. corymbosun 
Woody plant 
médium 
(WPM) y MS 

(Gonzalez et al., 2000) 

Micro-estacas 
24,6 -49,2 
µM de 2-iP 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  
V. myrtillus y V. vitis-
idaea 

MS 
(Jaakola, Tolvanen, 
Laine, & Hohtola, 2001) 

Brotes 
micropropagados 

---- AIB y KAIB Enraizamiento in vitro   
V. myrtillus y V. vitis-
idaea 

MS (Jaakola et al., 2001) 

Segmentos 
nodales  

2,5-5,9 
mg*L-1 de 2-

Ip 
---- 

Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. macrocarpon 
(Debnath y 
Mcrae, 2001) 

(Debnath y Mcrae, 
2001) 

Segmentos 
nodales 

5,7 µM de 
Zeatina  

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. vitis-idaea MS 
(Debnath y Mcrae, 
2001) 

Segmentos 
nodales 

12,3 µM de 
2-iP 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. vitis-idaea MS 
(Debnath y Mcrae, 
2001) 

Brotes 
micropropagados 

---- 
39,4 mM de 

AIB 
Enraizamiento ex vitro   V. vitis-idaea 

2:1 Turba, 
perlita  

(Debnath y Mcrae, 
2001) 

Segmentos 
nodales 

5 µM de 
Zeatina 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. angustifolium 
(Debnath y 
Mcrae, 2001) 

(S.C. Debnath, 2004) 
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Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta   Especie 
Medio de 
cultivo 

Referencia 

Segmentos 
nodales 

10 µM de 2-
iP 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. angustifolium 
(Debnath y 
Mcrae, 2001) 

(S.C. Debnath, 2004) 

Micro-estacas 
24 µM de 2-

iP 
2,68 µM de 

ANA 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. virginatum WPM (Erig y Schuch, 2005) 

Segmentos 
nodales 

12,3-24,6 
µM de 2-iP 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. cylindraceum 
(Zimmerman 
y Broome, 
1980)  

(Pereira, 2006) 

Micro-estacas 

25 µM de 2-
iP 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  

V. virginatum MS, WPM 
(L. couto da Silva, 
Schuch, Souza, Erig, & 
Corrêa, 2006) 18 µM de 

Zeatina 
  

Hojas jóvenes 
5 a 20 µM de 

Zeatina 
---- 

Ploriferación de yemas y 
brotes adventicios 

  V. corymbosum WPM (Meiners et al.,  2007) 

Brotes 
micropropagados 

---- 
2,5 a 20,0 
µM de IBA 

Enraizamiento in vitro   V. corymbosum WPM (Meiners et al.,  2007) 

Brotes 
micropropagados 

---- 
2,5 a 10,0 
µM de IBA 

Enraizamiento in vitro   V. vitis-idaea WPM (Meiners et al.,  2007) 

Brotes 
micropropagados 

---- ---- Enraizamiento in vitro   
V. delicium; V 
membranaceum; V 
ovalifolium 

MS y WPM (Barney et al., 2007) 

Segmentos 
nodales 

2 a 4 µM de 
Zeatina 

---- 
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. macrocarpom 
¾ (Debnath y 
Mcrae, 2001) 

(Samir C. Debnath, 
2008) 
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Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta   Especie 
Medio de 
cultivo 

Referencia 

Estacas herbáceas 
73,8 µM de 

2-iP 
5,7 µM de 

AIA  
Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. virginatum WPM 
(L. C. da Silva, Souza, 
Erig, & Antunes, 2008) 

Segmentos 
nodales 

2 a 10 mg*L-

1 

1,0 mg*L-1 
de AIA Ploriferación de yemas 

axilares y brotación lateral 

  

V. corymbosum 
(Zimmerman 
y Broome, 
1980) 

(Litwinczuk y Wadas, 
2008) 

1,2 mg*L-1 
de AIB 

  

Hojas Jovenes 
2,3 a 4,5 µM 

de TDZ  
---- 

Ploriferación de yemas y 
brotes adventicios 

  V. angustifolium 
(Debnath y 
Mcrae, 2001) 

(Debnath, 2009) 

Brotes 
micropropagados 

---- ---- Enraizamiento ex vitro   V. corymbosum Perlita 
(Damiani y Schuch, 
2009) 

Plantulas 
3-5 mg*L-1 

de BAP 

0,01 a 0,05 
mg*L-1 de 

ANA 

Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. floribundium WPM; ½ MS (Torres  et al., 2010) 

Plantulas 
0,5 mg*L-1 

de TRZ 
---- 

Ploriferación de yemas 
axilares y brotación lateral 

  V. floribundium WPM; ½ MS (Torres  et al., 2010) 
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Anexo B. Experimentos de desinfección, 
Experimentos de oxidación y sus 
tratamientos 

Cuadro B-1: Estructura de los experimentos de estandarización del proceso de desinfección de 
micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale) uno, dos, tres, cuatro y ocho.  

 

Cuadro B-2: Estructura de los experimentos de estandarización del proceso de desinfección de 
micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale) cinco y seis. La suspensión de benomil fue usada 
forma previa al uso de hipoclorito de sodio en el experimento cinco en cambio el benomil se usó 
de forma posterior al uso de hipoclorito de sodio en experimento seis, en ambos casos por 60 
minutos   

 

Experimento Benomil previo Benomil posterior Factores Niveles

Concentración de HClO 1,0, 2,0 y 3,0 % p/v

Tiempo de inmersión 1,0, 2,5 y 5,0 minutos

Concentración de HClO 1,0, 1,5 y 2,0 % p/v

Tiempo de inmersión 1,0, 5,0 y 10,0 minutos

Concentración de HClO 2,0, 2,5 y 3,0 % p/v

Tiempo de inmersión 5,0, 10,0 y 15,0 % p/v

Concentración de HClO 2,0, 2,5 y 3,0 % p/v

Tiempo de inmersión 5,0, 10,0 y 15,0 % p/v

Solución desinfectante
HCLO al 2% p/v vs 

H(ClO)2 al 2% p/v

no

no

no

no

8 no si (60 minutos)

1

2

3

4

no

no

si (30 minutos)

si (60 minutos)

Concentración 

Benomyl

Concentración 

NaClO 

Tiempo de 

inmersión en 

NaClO

Concentración 

Benomyl

Concentración 

NaClO 

Tiempo de 

inmersión en 

NaClO

Tratamiento 1 10% 3% 5 min Tratamiento 15 5% 2,50% 15 min

Tratamiento 2 10% 3% 10 min Tratamiento 16 5% 2% 5 min

Tratamiento 3 10% 3% 15 min Tratamiento 17 5% 2% 10 min

Tratamiento 4 10% 2,50% 5 min Tratamiento 18 5% 2% 15 min

Tratamiento 5 10% 2,50% 10 mim Tratamiento 19 1% 3% 5 min

Tratamiento 6 10% 2,50% 15 min Tratamiento 20 1% 3% 10 min

Tratamiento 7 10% 2% 5 min Tratamiento 21 1% 3% 15 min

Tratamiento 8 10% 2% 10 min Tratamiento 22 1% 2,50% 5 min

Tratamiento 9 10% 2% 15 min Tratamiento 23 1% 2,50% 10 mim

Tratamiento 10 5% 3% 5 min Tratamiento 24 1% 2,50% 15 min

Tratamiento 11 5% 3% 10 min Tratamiento 25 1% 2% 5 min

Tratamiento 12 5% 3% 15 min Tratamiento 26 1% 2% 10 min

Tratamiento 13 5% 2,50% 5 min Tratamiento 27 1% 2% 15 min

Tratamiento 14 5% 2,50% 10 mim
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Cuadro B-3: Estructura del experimento de estandarización del proceso de desinfección de micro-
estacas de agraz (Vaccinium meridionale) siete. El benomil se usó de forma posterior al uso de 
hipoclorito de sodio, y posteriormente iodopavinona al 1 %. 

 

Cuadro B-4: Estructura de los experimentos desarrollados para la evaluación de alternativas para   
control de la oxidación in vitro de micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale). 

 

 

 

 

 

Concentración 

Benomyl

Concentración 

NaClO 

Tiempo de 

inmersión en 

NaClO

Concentración 

Benomyl

Concentración 

NaClO 

Tiempo de 

inmersión en 

NaClO

Tratamiento 1 1% 2% 5 min Tratamiento 15 2,50% 2,50% 15 min

Tratamiento 2 1% 2% 10 min Tratamiento 16 2,50% 3% 5 min

Tratamiento 3 1% 2% 15 min Tratamiento 17 2,50% 3% 10 min

Tratamiento 4 1% 2,50% 5 min Tratamiento 18 2,50% 3% 15 min

Tratamiento 5 1% 2,50% 10 mim Tratamiento 19 5% 2% 5 min

Tratamiento 6 1% 2,50% 15 min Tratamiento 20 5% 2% 10 min

Tratamiento 7 1% 3% 5 min Tratamiento 21 5% 2% 15 min

Tratamiento 8 1% 3% 10 min Tratamiento 22 5% 2,50% 5 min

Tratamiento 9 1% 3% 15 min Tratamiento 23 5% 2,50% 10 mim

Tratamiento 10 2,50% 2% 5 min Tratamiento 24 5% 2,50% 15 min

Tratamiento 11 2,50% 2% 10 min Tratamiento 25 5% 3% 5 min

Tratamiento 12 2,50% 2% 15 min Tratamiento 26 5% 3% 10 min

Tratamiento 13 2,50% 2,50% 5 min Tratamiento 27 5% 3% 15 min

Tratamiento 14 2,50% 2,50% 10 mim

Experimento Factores Niveles

1 Concentración de ácido ascorbico y ácido citrico 0, 50, 100, 150 y 200 mg*L-1

2 Concentración de ácido ascorbico y ácido citrico 0, 200, 250, 300 mg*L-1

3 Concentración de ácido ascorbico y ácido citrico 0, 100, 200, 300 mg*L-1

4 Tiempo de inmersión en etanol al 70 % 30 y 60 segundos.

5 pH del medio Debnath y McRae (2001) 4, 4,5, 5, 5,5 y 6

100, 200, y 300 mg*L-1 de L-

cisteina

200, 250 y 300 mg*L-1 de 

acido citrico y acido 

ascorbico

Concentración de L-cisteina 200, 250 y 300 mg*L-1

Concentración de carbón activado 0 y 4 gr*L-1

6

7

Concentración de antioxidantes
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Anexo C. Escala de desarrollo fenológicos de 
las ramas de agraz (Vaccinium 
meridionale Swartz) 

 

Estado 

fenológico 

 
Escala BBCH 

 
Fotografías 

Flujos 

vegetativos de 

agraz en 

brotación 

inicial. 

 (Estado1)  

 11 (Primeras hojas 

desplegadas, las 

otras todavía 

desplegándose) a 

19 (Primeras hojas 

han alcanzado su 

tamaño varietal 

final)  

 

 

Flujos de 

crecimiento 

vegetativo 

totalmente 

expandidos. 

(Estado 2) 

 31 (Empieza a 

crecer el brote, ejes 

de los brotes se 

hacen visibles) a 39 

(Brotes con el 90% 

de su longitud 

varietal)  

 

 

Flujos maduros 

de crecimiento 

vegetativo, 

con hojas de 

color verde 

claro. (Estado 

3)   

 

No aplica. 
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Estado 

fenológico 

 
Escala BBCH 

 
Fotografías 

Flujos maduros 

de crecimiento 

vegetativo, 

con hojas de 

color verde 

oscuro. 

(Estado 4) 

 

No aplica. 

 

 

Flujos 

maduros de 

crecimiento 

vegetativo 

del ciclo 

anterior. 

 (Estado 5) 

 

No aplica. 

 

 

Brotes 

epicórmicos 

o chupones 

(Estado 6) 

 

No aplica.  
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Anexo D.  Análisis estadísticos 
Anexo I: Análisis de varianza para datos categóricos sobre la oxidación in vitro de micro-estacas de agraz a los 8, 16 y 
24 DDI, tratadas con diferentes procedimientos de desinfección a base de suspensiones y soluciones desinfectantes a 
base de benomyl e hipoclorito de sodio respectivamente. 
 
Ocho días 
Respuesta  oxid  Niveles de respuesta 5 
Variable de peso  A  Poblaciones 27 
Conjunto de datos OXIDACIONC Frecuencia total 216 
Frequencia ausente 0  Observaciones          77 
                             
 
Fuente   DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq 
Término independiente 1 6427.38  <.0001 
Benomyl   2 575.23  <.0001 
NaHClO   2 2.12  0.3459 
Benomyl*NaHClO  4 11.03  0.0262 
Tiempo    2 10.86  0.0044 
Benomyl*tiempo  4 18.30  0.0011 
NaHClO*tiempo  4 35.04  <.0001 
Benomyl*NaHClO*tiempo 8 75.52  <.0001 
Residual    0 
 
0.1 vs 0.05  1 13.05 0.0003 
0.1 vs 0.01  1 543.87 <.0001 
0.05 vs 0.01 1 334.79 <.0001 
0.03 vs 0.025 1 2.01 0.1560 
0.03 vs 0.02 1 0.14 0.7101 
0.025 vs 0.02  1 0.96 0.3266 
5min vs 10min 1 5.30 0.0213 
5min vs 15min  1 1.16 0.2818 
10min vs 15min 1 10.66 0.0011 

 
16 días 
Respuesta  oxid  Niveles de respuesta  5 
Variable de peso B  Poblaciones  27 
Conjunto de datos OXIDACIONC      Frecuencia total  216 
Frequencia ausente 0  Observaciones  69 
 
Fuente   DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq 
Término independiente 1 6551.06  <.0001 
Benomyl   2 1112.94  <.0001 
NaHClO   2 0.96  0.6198 
Benomyl*NaHClO  4 19.64  0.0006 
Tiempo   2 4.86  0.0880 
Benomyl*tiempo  4 21.91  0.0002 
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NaHClO*tiempo  4 16.68  0.0022 
Benomyl*NaHClO*tiempo 8 29.82  0.0002 
Residual   0  
 
Contraste   DF    Chi-cuadrado Pr > ChiSq 
0.1 vs 0.05  1 13.65  0.0002 
0.1 vs 0.01        1 1102.03         <.0001 
0.05 vs 0.01       1 444.08  <.0001 
0.03 vs 0.025 1 0.42  0.5155 
0.03 vs 0.02 1 0.84  0.3585 
0.025 vs 0.02 1 0.05  0.8165 
5min vs 10min  1 0.06  0.8052 
5min vs 15min  1 3.88  0.0489 
10min vs 15min 1 3.28  0.0701 
 

24 días 
Respuesta  oxid  Niveles de respuesta 5 
Variable de peso C       Poblaciones 27 
Conjunto de datos OXIDACIONC Frecuencia total 216 
Frequencia ausente 0                Observaciones 67 
 
Fuente   DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq 
Término independiente 1 11349.35  <.0001 
benomyl                      2 264.67  <.0001 
NaHClO                       2           21.80  <.0001 
Benomyl*NaHClO  4 18.04  0.0012 
Tiempo   2 15.11  0.0005 
benomyl*tiempo  4 29.38 <.0001 
NaHClO*tiempo  4 4.26 0.3724 
benomyl*NaHClO*tiempo 8 19.10 0.0143 
 
Contraste  DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq 
0.1 vs 0.05  1 2.05  0.1520 
0.1 vs 0.01  1 256.97  <.0001 
0.05 vs 0.01  1 211.91  <.0001 
0.03 vs 0.025 1 4.58  0.0323 
0.03 vs 0.02  1 4.83  0.0280 
0.025 vs 0.02  1 21.78  <.0001 
5min vs 10min 1 3.72  0.0539 
5min vs 15min 1 15.11  0.0001 
10min vs 15min 1  2.95  0.0857 

 

Anexo II: Probabilidad asociada a los valores de chi cuadrado calculados para los contrastes realizados sobre el número 
de explantes en diferentes niveles de oxidación provenientes de flujos de crecimiento vegetativo en distintos estados 

fenológicos.     

 Est 1 Est 2 Est 3 Est 4 Est 5 Est 6 

Est 1 1-NS 0,0332 * 0,0107 * 0,6416 NS 0,3660 NS <0,0001** 

Est 2  1-NS 0,2279 NS 0,4902 NS 0,2220 NS 0,0458 * 

Est 3   1-NS 0,3301 NS 0,0396 * <0,0001 ** 

Est 4    1-NS 0,6679 NS 0,0055 ** 

Est 5     1-NS 0,0482 * 

Est 6      1-NS 

NS- no significante; * Significante; ** Altamente significante 
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Anexo III: Análisis de Kruskal-Wallis sobre la oxidación in vitro de micro-estacas de agraz cultivadas in vitro en MI 
bajo suplementación con Kinetina y ANA 45 DDI.  

 
Test Kruskal-Wallis (Kinetina)  
Chi-Square  10.2061 
DF  4 
Pr > Chi-Square  0.0371  

 
Trat Ranks       
A2    23,04 A     
A1    29,64 A  B  
A3    31,13 A  B  
A4    33,12 A  B  
A0    43,37   B  
 
Kruskal-Wallis Test (ANA) 
Chi-Square  0.8010 
DF  3 
Pr > Chi-Square  0.8492 

 
Anexo IV: Análisis de Kruskal-Wallis sobre la oxidación in vitro de micro-estacas de agraz cultivadas in vitro en MI 
bajo suplementación con 2-iP y ANA 45 DDI. 
Kruskal-Wallis Test (2-iP) 
Chi-Square  13.4838 
DF  4 
Pr > Chi-Square  0.0091 
 
Trat. Ranks          
2mg*L-1 22,50 A        
1mg*L-1 30,33 A B     
0.5mg*L-1 34,93 A B C  
0mg*L-1 42,93 B  C  
4mg*L-1   46,25   C 
Kruskal-Wallis Test (ANA) 
Chi-Square 4.2853 
DF 3 
Pr > Chi-Square 0.2323 

 
Anexo V: Análisis de Kruskal-Wallis y prueba de rango múltiple de Dunn sobre la oxidación in vitro de micro-estacas 
de agraz cultivadas in vitro en MI bajo suplementación con Zeatina y ANA 45 DDI. 
Kruskal-Wallis Test (Zeatina) 
Chi-Square 8.5650 
DF 4 
Pr > Chi-Square 0.0729 
 
Trat.  Ranks       
2mg*L-1 24,13 A     
0.5mg*L-1 24,95 A     
4mg*L-1 27,79 A  B  
1mg*L-1  31,86 A  B  
0mg*L-1 40,47  B  
 
Kruskal-Wallis Test (ANA) 
Chi-Square 8.1587 
DF 3 
Pr > Chi-Square 0.0428 
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Trat.    Ranks       
0.1mg*L-1  22,33 A     
1mg*L-1     27,41 A  B  
0.01mg*L-1 35,59 A  B  
0mg*L-1     37,50    B 

Anexo VI: Diferencias estadísticas entre las tasas de respuesta al cultivo in vitro de micro-estacas de agraz tipo II 
cultivadas en MB suplementado con distintas citoquininas a diferentes concentraciones. 

Citoquinina Concentración 
Tasa de 

respuesta 
Grupos 

Ninguna 0,0 mg*L-1 1,00 a 

Zeatina 2,0 mg*L-1 1,25 ab 

Zeatina 1,0 mg*L-1 1,36 ab 

Zeatina 0,5 mg*L-1 1,50 ab 

Zeatina 4,0 mg*L-1 2,50   bc 

2-iP 0,5 mg*L-1 3,21     c 

Kinetina 4,0 mg*L-1 3,46     cd 

2-iP 4,0 mg*L-1 3,75     cd 

Kinetina 2,0 mg*L-1 3,75     cd 

2-iP 1,0 mg*L-1 4,00     cd 

Kinetina 0,5 mg*L-1 4,09     cd 

Kinetina 1,0 mg*L-1 6,67       de 

2-iP 2,0 mg*L-1 8,57         e 

Anexo VII: Diferencias estadísticas entre las tasas de respuesta en brotación lateral al cultivo in vitro de micro-estacas 
de agraz tipo II cultivadas en MB suplementado con distintas citoquininas a diferentes concentraciones. 

Citoquinina Concentración 
Tasa de 

brotación 
lateral 

Grupos 

Ninguna 0,0mg*L-1 1,00 ab 

Zeatina 2,0mg*L-1 1,25 abc 

Zeatina 1,0mg*L-1 1,36 abc 

Zeatina 0,5mg*L-1 1,50 abc 

2-iP 1,0mg*L-1 2,00   bcd 

2-iP 0,5mg*L-1 2,14   bcd 

Zeatina 4,0mg*L-1 2,50   bcd 

2-iP 4,0mg*L-1 2,50     cde 

Kinetina 4,0mg*L-1 3,46       def 

Kinetina 2,0mg*L-1 3,75       def 

Kinetina 0,5mg*L-1 4,09       def 

2-iP 2,0mg*L-1 6,43         ef 

Kinetina 1,0mg*L-1 6,67           f 
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