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Resumen

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es de interés por su similaridad con el ardndano y por sus
propiedades nutraceuticas. En los Ultimos afios se desarrollaron métodos de propagacidn para esta
especie, que permiten superar la dificultad en la obtencidn de material vegetal de siembra. Sin
embargo, la introduccidn in vitro de micro-estacas de agraz provenientes de campo presenta
limitantes, como oxidacion y contaminacidn. Para lograr controlar estas limitantes se realizaron
cinco series de experimentos que permitieron establecer las condiciones de desinfeccion e
introduccion in vitro de microestacas de agraz. Se evaluaron varias fuentes de material vegetal,
métodos de desinfeccion y composiciones de medios de cultivo. Se logré obtener porcentajes de
brotacion superiores al 60% cuando se utilizé suplementacién de 1 0 2 mg*L* de kinetina; 0,5mg*L°
1 de kinetina y 1mg*L™? de 4cido naftanelacético y 2 mg*L? de 2-isopentiladenina en medio de
introduccion, utilizando brotes maduros, coincidiendo con bajos niveles de oxidacién. Ademas, se
logrd inducir organogénesis directa sobre medio bdasico suplementado con L-cisteina (200mg*L?) y
tidihazuron (0-4 mg*L?) a partir de hipocotilos y hojas cotiledonares. En hipocétilos se observé la
formacién de yemas y brotes adventicios, en concentraciones de tidihazuron superiores a 1 mg*L’
! los brotes y yemas presentaron deformaciones. En hojas cotiledonales se desarrollaron yemas
adventicias. La mayor induccién de yemas se observo al usar entre 0,5 a 2 mg*L* de tidihazuron en
medio bdsico. El nimero de yemas y brotes fue directamente proporcional a la concentracién de
tidihazuron y La calidad de las yemas disminuyé a medida que aumentd su concentracion. En esta
investigacion se logré exitosamente la introduccién y multiplicaciéon in vitro de agraz empleando
brotes maduros, en medio de introducciéon suplementado con kinetina (1-2 mg*L!) o 2-
isopentiladenina (2 mg*L?), la germinacion in vitro de plantulas de agraz en medio basico en doble
fase suplementado con L-cisteina (200 mg*L!), y la multiplicaciéon por organogénesis directa al
usar hojas cotiledonares e hipocétilos cultivados sobre medio bdsico suplementado con L-cisteina
(200 mg*L?) y tidihazuron (0,01-2 mg*L?), lo que contribuye a resolver los limitantes en la
produccién de material vegetal y el cultivo in vitro para esta especie.

Palabras clave: Contaminacioén in vitro; oxidacidn in vitro; induccion de brotacidn axilar; induccién
de organogénesis directa; germinacion 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?); kinetin (0,5mg*L?) and naphthaleneacetic
acid (1 mg*L?) or N®-(2-Isopentenyl) adenine (2 mg*L?) 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*L1), it was developed on basic medium supplemented with L-
cysteine (200 mg*L?), from hypocotyls and seed leaves. In hypocotyls, we observed the formation
of adventitious bud and adventitious shoots, at tidihazuron concentrations above 1 mg*L?, 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? 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?) or N®-(2-
Isopentenyl) adenine (2 mg*L1), in vitro germination of seedling of Andean blueberry in basic
medium in dual phase, supplemented with L-cysteine (200 mg*L?), and the multiplication for direct
organogenesis in seed leaves and hypocotyls in introduction medium supplemented with
tidhiazuron (0,01-2mg*L1). 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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Introduccion

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es una de las especies arbdreas 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; Gdmez Valencia, 2011). La similaridad
de los frutos del agraz o mortifio con los frutos del arandano y sus propiedades nutraceuticas
generan una fuerte demanda de estas bayas, alcanzando altos precios al productor o recolector
(Ramirez Ospina, 2011; Gomez 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
cultivosiilicitos, los cultivos tradicionales y a otros frutales en la zona altoandina del pais. Lo anterior
propicia la explotacién ciclica 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 areas 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
propagacion convencionales o in vitro de esta especie. La dificultad en la propagacion del agraz ya
sea por via sexual o asexual dificulta la expansidn del cultivo y favorece la sobreexplotacién de las
poblaciones y rodales naturales, y por lo tanto el desarrollo de cultivos productivos de agraz es
limitado en el pais (Magnitskiy y Ligarreto 2009). Un suministro constante de plantulas de agraz de
buena calidad permitiria el desarrollo de zonas productoras y el desarrollo de una cultura de
produccién.

La produccion de plantulas de agraz para establecimiento de cultivos por propagaciéon asexual
tradicional (estacas o acodos) y propagacion sexual no cubren la demanda de estas y son producto
de esfuerzos individuales de los productores. La micropropagacién de agraz es una alternativa para
la obtencion de material de siembra de agraz y esta permite el mantenimiento de genotipos
promisorios para el desarrollo de cultivares o la utilizacion de clones de excelente comportamiento
agrondmico como materiales de siembra (Montafa, 2004; Tabares, 2004; Guzman-C, 2005;
Montaia 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 propagacién para el
agraz. Por lo tanto, es importante desarrollar alternativas de introduccion y multiplicacion in vitro
de agraz que permitan establecer un programa de micropropagacidn, que responda a las
necesidades y las caracteristicas propias del cultivo y su produccidn.

El presente estudio tuvo como objetivo establecer técnicas y procedimientos de introduccion y
multiplicacidn in-vitro de agraz (Vaccinium meridionale Swartz) que ayuden superar las dificultades
de propagacion de la especie, por medio de: 1) El desarrollo de un procedimiento de introduccién
in vitro de micro-estacas maduras de agraz provenientes de poblaciones naturales; 2) El
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establecimiento de un protocolo de germinacidn in vitro de semillas de agraz; y 3) El desarrollo de
un protocolo de multiplicacidn in vitro de agraz por medio de la induccion de organogénesis directa
en hipocétilos 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 propagacion masiva de materiales
elite de agraz identificados por medio de procesos de seleccidn in situ y o participativa en
poblaciones naturales y rodales productivos de Vaccinium meridionale.
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1. Propagacion convencional e in vitro del agraz o
mortino (Vaccinium meridionale)

El mortifio 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 ardndano (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 palido; corteza de color pardusca
la cual se descascara. Las hojas del agraz son alternas, coridceas, glabras, eliptico-oblongas de base
y apice agudos, con bordes tenuemente crenulados. El agraz presenta inflorescencias terminales o
axilares en racimos inclinados que se encuentran hacia al dpice de las ramas, con la presencia de
varias bracteas en la base. Las flores son pequefias, de color blanco con un pedunculo rojizo de 3
a4 mm. El fruto es una baya globosa y carnosa de 8 a 14 mm de didmetro, de color morado oscuro
a negro al madurar (figura 1); las semillas son numerosas y pequefias (Chaparro & Ramirez, 1993).
El agraz pertenece al orden Ericales, la familia Ericaceae, al género Vaccinium y la especie
meridionale.

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

Berazin (1989) indica que, el agraz (Vaccinium meridionale) se encuentra en Jamaica, Venezuela,
Perd y Colombia. Por otra parte, Hoyos-G, (2006) reporta que el agraz o mortifio se puede
encontrar en las zonas andinas de Suramérica, desde Ecuador hasta Venezuela, y los bosques de
montafia en Jamaica.

En Colombia se reportd la presencia de agraz en los departamentos de: Antioquia, Boyacd, Cauca,
Cundinamarca, Magdalena, Huila, Narifio, Santander y Valle del Cauca, con una distribucion
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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 produccion mundial de ardndano y frutos similares, entre los cuales se encuentra el agraz fue en
el afio 2013 de aproximadamente 420.379 toneladas en un drea cosechada de 88.157 hectareas
con una produccién promedio de 4,8 t/ha, con un valor de 979,68 millones de ddlares. Los Estados
Unidos son el principal productor a nivel mundial con una producciéon en el 2013 de 239.071
toneladas seguido de Canadd con una produccidn de 109.007 toneladas (Faostat, 2016). El principal
consumidor e importador son los Estados Unidos con un consumo per cdpita de arandanos 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 ultimos afios el agraz se ha venido transformando en un cultivo de alto valor econémico con
destino a los mercados de alto poder adquisitivo e internacionales, esto se debe a la similaridad del
agraz con el arandano 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
gue el agraz es considerado como una alternativa a los cultivos ilicitos especialmente en zonas altas
del pais (Ramirez Ospina, 2011; Gomez Valencia, 2011).

El aprovechamiento en Colombia del agraz se restringe al manejo ocasional y ciclico de las
poblaciones naturales, especialmente en épocas de cosecha. El desarrollo de cultivos de agraz es
limitado en el pais. Uno de los aspectos que limita el establecimiento de cultivos de agraz, es la
escasez de material de siembra. Un suministro constante de plantulas de agraz de buena calidad
permitiria el desarrollo de zonas productoras, con una cultura de produccidn propia; sin embargo,
el suministro de plantulas de agraz ya sean provenientes de micropropagacién, estacas o semillas
es escaso, porque la produccidn de material de siembra es bastante complicada. Aun asi, distintos
autores han realizado diferentes esfuerzos por establecer procedimientos de propagacién
convencional e in vitro del agraz.

1.1 Propagacion convencional del agraz o mortifio

En la actualidad el agraz es propagado por clonacién por medio de acodos, reiteraciones, y micro-
estacas 6 por plantulacién a partir de semilla sexual. Este ultimo es el metodo mas utilizado para
producir material de siembra de agraz en Colombia.
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1.1.1 Pplantulacién

El agraz (Vaccinium meridionale Swartz) es propagado en Colombia, a través del proceso de
plantulacién a partir de la germinacién de las semillas (Medina et al., 2009; Corantioquia, 2009;
Ligarreto, 2011).

Las semillas de agraz son obtenidas de dos maneras:

1) Por medio de maceracién de frutos completamene maduros a mano o sobre un cedazo en
un recipiente con agua, para permitir la precipitacidon 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 filtracién utlizando una malla muy fina y posteriormente secadas
a la sombra (Medina, et al., 2009; Corantioquia, 2009).

2) Por medio de la trituracion manual de frutos maduros secos, y posterior separacion
manual de la semilla de la pulpa seca. Posteriormente los restos de fruto adn presentes
son separados por medio de la aplicacion de aire sobre la mezcla de semillas y restos de
mesocarpo (Ligarreto, 2011).

Las semillas son sembradas y sobre bandejas de germinacidn que contienen alguno de los
siguientes sustratos: a) suelo organico y escoria de carbdn a proporciones iguales, b) suelo organico
y arena de rio a proporciones iguales (Ligarreto, 2011) o c) suelo organico, 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. Ademas, 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 fotobldsticas positivas es decir requieren de luz para su
germinacién (Magnistky y Ligarreto, 2007; Medina et al. 2009; Hernandez et al., 2009; Hernandez
et al., 2012; Castro et al., 2012). Ademas, el sustrato debe mantenerse humedo.

Las semillas también pueden germinar sobre papel absorbente humedo 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 germinacion
gue 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 Ramirez (1993) el inicio de la germinacion de las
semillas de agraz se da entre los 20 y 22 dias después de la siembra (DDS), y abarca hasta los 42-45
DDS y un porcentaje de germinacion aproximado es de 64%. Vallejo (2000) reportd un porcentaje
de germinacion del 82,7% de las semillas de agraz. Hernandez et al., (2009) reportaron un
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porcentaje de germinacion 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 fisioldgica no profunda, la cual
se puede romper al sumergir durante 24 horas las semillas en una solucién de 4cido giberélico (GAs)
a concentraciones entre 500 y 2000 mg*L*! alcanzando tasas de germinacidn entre 93 y el 98%.
Ligarreto (2011) reporta tasas de germinacién de las semillas de agraz alrededor del 90% y que la
germinacién empieza alrededor 25 dias después de la siembra. Castro et al., (2012) reportaron
tasas de germinacién alrededor del 80% de semillas de agraz almacenadas durante una semana,
extraidas de frutos maduros y muy maduros, al sembrar en agua destilada estéril, a una
temperatura promedio de 18 °Cy bajo luz continua, con un inicio de germinacién a los 14 DDS y un
tiempo promedio de germinacién entre los 33 y 37 dias. Hernandez et al. (2012) reportaron tasas
de germinacion 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 germinacién las plantulas de agraz o mortifio crecen alrededor de un
centimetro 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 dias después del trasplante a bolsa (Medina et al., 2015).

1.1.2 Acodos aéreos

Esta practica de propagacion vegetal, permite la multiplicacién de pequefios nimeros 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 nimero
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
gue sean identificados en estudios de caracterizacidn y seleccidn 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 produccion, su
productividad y su desempefio 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 ® ( acido naftalenacético (ANA) 0,4%) o una
mezcla 1:1 de cristal de sabila y Hormonagro N° 1 ®, posterior a esto una seccion 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 exposicidn 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 formacion 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 organico
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 multiplicacion en finca. Para esto se extrae la
reiteracion 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 tamafo de la
reiteracion, que contenga un sustrato organico de buenas condiciones fisicas. Cuando la reiteracién
presente nuevos brotes foliares esta puede ser transplantada a sitio definitivo (Ligarreto et al.,
2010; Ligarreto 2011).

1.1.4 Estacas

Aunque la propagacion por semilla del agraz es relativamente exitosa, este tipo de propagacion
genera poblaciones de alta variabilidad fenotipica y genotipica en las caracteristicas agronémicas y
de produccidn, 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 generacion de material de
siembra (Medina et al., 2009; Corantioquia, 2009; Ligarreto, 2011). Por otra parte, la propagacién
atraves de acodos aéreos y reiteraciones le permite al agricultor multiplicar sus mejores materiales
y generar estructuras de manejo agrondmico adecuadas, lo que genera pocos individuos por ciclo
de propagacidn, y por lo tanto, es muy lenta para el desarrollo de nuevas plantaciones. Por esta
razon se han realizado varios esfuerzos independientes para el desarrollo de un sistema de
propagacidon masivo, que permita la multiplicacién de genotipos elite en poco tiempo y el desarrollo
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de nuevas plantaciones con estos materiales. Uno de estos sistemas de propagacién masiva es la
propagacion por estacas.

Quintero (2007) inicié los estudios sobre propagacién masiva por medio estacas de agraz
(Vaccinium meridionale) y encontrd que el uso de micro-estacas obtenidas de ramas jovenes con
una longitud aproximada de 4 cm y manteniendo las hojas presentaban actividad rizogénica, y se
logré un enraizamiento superior al 90% después de 40 dias después de siembra (DDS),
manteniendo las estacas a temperatura de 22 °C y una humedad relativa del 80%, con el uso o no
de 4cido indolbutirico (AIB) a concentraciones de 1000, 3000 y 5000 mg*L™. Castrillon et al. (2008)
registraron que la inmersidn por dos horas del extremo basal de estacas jovenes de agraz en una
solucidén de reguladores auxinicos (1, 10 y 100 mg*L* de AlA; 50; 200 y 500 mg*L™* de ANA y AIB)
aumenta la viabilidad de estas, y que su longevidad aumenta a medida que se incrementa la
concentracién de auxinas en la solucion de enraizamiento, sin embargo no observan
enraizamiento. Ilgualmente reportan que el uso de AIB a 200mg*L™ 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 concentracion de 1000 mg*L? con
talco a una proporcion 1:1 o de ANA al 0,4% (Hormonagro N° 1 ®) en mezcla con extracto de sabila
en igual proporcién permiten tasas de enraizamiento entre 35y 60% a los 60 DDS.

En cuanto a las estacas lefiosas y semi-lefiosas 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 jévenes de 4 a 5 cm de longitud en estado tres (Anexo C),
manteniendo de dos a tres hojas superiores y la aplicacién en la parte inferior de estas de una
mezcla de AIB a 1000 mg*L* y talco a igual proporcién o ANA al 0,4% (Hormonagro N° 1 ®) en
mezcla con extracto de sabila en igual proporcidn y posterior siembra en un sustrato orgdnico
mineral con una buena retencién de humedad. Siguiendo el procedimiento anterior a los 60 DDS
se obtendran tasas de enraizamiento entre el 35y 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 micropropagacion en especies del género Vaccinium

Otra alternativa para la propagacion del agraz es la propagacion in vitro, la cual permite obtener
un numero alto de plantas de alta calidad con caracteristicas similares. Ademas, estas plantas
pueden fijar caracteristicas deseables de las plantas madres, permitiendo el rapido desarrollo de
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materiales de campo (Henao, 1991). Estas herramientas son fundamentales en el desarrollo de
nuevos cultivares y la generacidén de nuevos materiales de mejoramiento, a través del escalamiento
de la produccién de material vegetal por medio de la micropropagacion, el rescate de embriones y
el cultivo de anteras. Igualmente, el cultivo de tejidos es esencial para la generacidn de materiales
transgénicos mediante el uso de los distintos métodos de regeneracion 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 distribucion
alrededor de la Tierra se logré gracias al desarrollo de varios procedimientos de multiplicacion 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 contaminacién
gue presenta el material vegetal, y a la oxidacién y posterior muerte de los explantes debido a los
fuertes tratamientos de desinfeccidn, necesarios para controlar la contaminacién (Jaakola, et al.,
2001).

Los procesos de micropropagacién del género Vaccinium es realizada a través de la induccion de
dos procesos distintos, los cuales son: 1) Proliferacion de yemas axilares y brotacién axilar y 2)
Generacion de brotes adventicios. Los explantes iniciales comuinmente utilizados son: Tallos de
reciente brotacidon o segmentos nodales con yemas activas con el fin de generar brotacién axilary
proliferacién de yemas axilares, y hojas jovenes e hipocotilos para la generacién de brotes
adventicios (Debnath, 2006).

En general la proliferacion de yemas axilares y brotaciéon 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
proliferacién de yemas axilares y brotacion lateral es la generacién de callo no deseado en los
cortes y la generacién 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,
hipocétilos, hojas jovenes y tallos jévenes. Este se puede dividir en tres pasos que son: (1)
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Formacidon de yemas adventicias viables sobre la superficie del explante; (2) elongacion 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 uM. En el segundo paso generalmente se usa una suplementacién 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! (Debnath, 2004, 2005) y pH de 4,5 a 5,5 (Ostroluka, 2010). En general el nimero de brotes
aumenta al aumentar la concentracion 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 propagacion in vitro del agraz o
mortifio (Vaccinium meridionale Swartz)

Las primeras experiencias sobre la propagacidn in vitro del agraz (Vaccinium meridionale) se
realizaron sobre semillas y yemas laterales en estudios realizados por Montafia (2004) y Guzmdan-
C, (2005).

Montafia, (2004) establecié que semillas de agraz obtenidas de frutos maduros y secos, sometidas
a un proceso de imbibicién por 10 a 12 horas, y posteriormente desinfectadas con una solucién 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 luminica de 1000 lux se observa la emergencia de la radicula 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 M de 2-iP seis semanas después de su
introduccion las yemas se mantienen verdes y vigorosas. Ademas, este autor sefiala que al
introducir de forma horizontal segmentos nodales de alrededor de tres centimetros de largo con
dos o tres yemas en medio WPM suplementado con 2-iP a 10 uM a 20 °C, un fotoperiodo de 12/12
y una intensidad luminica de 1000 lux se logra aumentar ostensiblemente la tasa de multiplicacién
de las yemas. Adicionalmente, establece que la formaciéon de yemas y brotes adventicios sobre
hojas de agraz sobre medio WPM suplementado con 0-10 uM de 2-iP luego de seis semanas de
cultivo in vitro sobre la cara adaxial. La elongacién 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 introduccidn in vitro de semillas en % MS, sin el uso de reguladores de
crecimiento, alcanzando un 90% de germinacién a la cuarta semana de cultivo in vitro,
observandose crecimiento continuo de las plantulas 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*Lty ANA a 0,5 mg*L!
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y MS suplementado con BAP a 2,0 mg*L? y ANA a 0,5 mg*L?! encontrando un porcentaje de
formacion de brotes del 63 y 75%. Luego del sub-cultivo bajo los mismos medios se observa
elongacion 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 formacién de raices. En
cuanto al proceso de desinfeccion Tabares, (2004) y Guzman-C, (2005) reportan que tanto las
semillas, como las yemas de agraz deben sumergirse en una solucién de jabonosa-alcalina en
constante agitacién y varios enjuagues con agua micro-filtrada y posterior desinfeccién con una
solucién de hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos y posterior lavado con agua micro-filtrada
antes de la introducciodn.

Quintero (2007) evalud tres tipos de explantes (hoja, yema apical y yema subapical) provenientes
de plantas de agraz de dos afios, 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 uM, en
combinacion de acido indolacético (AIA) a las mismas concentraciones. Este autor encontré que
solo se logrd el desarrollo de las yemas preexistentes al usar BAP a 1uM y ANA a 10 uM en medio
MS y BAP a 10 uM y AlA a 1 uM cuando empled como explante yemas apicales y sub-apicales, con
las demas suplementaciones no se observé crecimiento. En cuanto al uso de hojas encontraron que
estas permiten la formacién de callo sobre los bordes de las hojas en diferentes combinaciones de
TDZ y ANA pasados 40 dias después de la introduccion, y observo la formacion de brotes a partir
de los callos cuando la suplementacién fueron las siguientes: 1) 0,1 uM de TDZ y 10 uM de ANA, 2)
0,1 uM de TDZy 3) 1 uM de ANAy 1 uM de TDZ y 0,1 uM de ANA. A los 70 dias después de la
introduccion se observod la elongacion de los brotes en la segunda combinacion.

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 uM de 2-iP 0 13,3 uM de benciladenina
(BA) y 17,13 uM de AlA sobre la brotacién inicial de segmentos caulinares apicales de agraz. Estos
autores reportan que los explantes utilizados en la introducciéon sufren una paulatina necrosis que
alcanzé el 70% cuando se utilizé como medio de introduccién WPM o AND suplementados con 2-
iP, en cambio cuando se utiliz6 como medio de introducciéon MS/3 suplementado con 2-iP o BA se
observd que la necrosis de los explantes fue inferior al 30%. Por otra parte, se observé que los
explantes cultivados en % MS suplementados con 59,05 uM 2-iP y 17,13 uM 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 probé el efecto
de utilizar el medio % MS en tres fases (liquida, sélida y en doble fase) sobre la multiplicacién y
proliferacién de los brotes de 7,5mm obtenidos in vitro, y se observé que al utilizar el medio de
introduccion en doble fase se da una mayor capacidad de generacién 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 elongacion sobre
los brotes desarrollados encontrando que la mayor elongacion se obtuvo sobre MS/3



34

suplementado con 3 gr*L! de carbdn activado obteniéndose brotes de 2,6 cm. Igualmente
encontraron que la induccién in vitro del enraizamiento con 11.42, 22.84 uM o 24,69 uM de AIA
mads 3 gr*L! de carbdn activado por 45 dias, aunque no se generaban raices in vitro si permitia 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 induccidn in vitro alcanzé el 88% cuando no se
usaron reguladores de crecimiento, el 56% realizando dos pulsos por dos minutos en una solucidn
de 5.37 uM de ANA y el 16% realizando dos pulsos por dos minutos en una solucién de 32.22 uM
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 solucidn de 4.9 uM 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 desinfeccion en medio WPM,
suplementado con 1 mg*L? de carbendazin con el fin de evitar la contaminacion de los explantes,
logrando un establecimiento del 90% y una reduccién significativa de la contaminacion. Por otra
parte, Loaiza y Alzate, (2011) y Castro y Alvarez (2013) indican que al usar una suplementacién con
2-iP a concentraciones de 5 a 20 UM se obtienen brotes de buena calidad, presentando mayor
altura y calidad de estos a una concentracion de 5 uM y mayor numero de brotes a 20 uM.
Igualmente aseguran que obtienen enraizamiento ex vitro del 66 al 80 % de acuerdo con el genotipo
en cdmara himeda, sobre turba, luego de ser sumergidos en una solucién 2000 mg*L* de AIB.

La multiplicacidn in vitro del agraz requiere de la obtencién de micro-estacas a partir de brotes
maduros, que deben ser sometidas a un fuerte proceso de desinfeccidn, para posteriormente ser
introducidas en medios cultivo con bajas concentraciones de sales, con un pH ajustado entre 5y
5,5, suplementados con antioxidantes y citoquininas a diferentes concentraciones, de las cuales las
mas utilizadas son la zeatina y 2-iP. El enraizamiento de los brotes debe realizarse ex vitro en
camara humeda sobre diferentes tipos de sustratos manteniendo este himedo, sometiendo los
brotes a choque auxinico en una solucién de AIB con concentraciones de 500 a 2000 mg*L?, luego
de esto los brotes enraizan alrededor de los 30-50 dias. Por otra parte, se pueden utilizar hojas
jovenes con el fin de inducir brotes adventicios al utilizar altas concentraciones de citoquininas y
bajas de auxinas, permitiendo su elongacidn al sub-cultivarlos bajo la influencia de bajas
concentraciones de citoquininas, como lo indica Debnath (2006).
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2. Control de la contaminacion, oxidacion e
induccion de brotes laterales en micro-estacas de
agraz (Vaccinium meridionale Swartz)

2.1 Introduccidn

La oxidacidn de los tejidos bajo cultivo in vitro, y la contaminacién de los medios de cultivo por
diferentes agentes microbianos son dificultades comunes en la introduccién in vitro de especies
lefiosas 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 excepcion, especialmente cuando proviene de
poblaciones silvestres (Tabares, 2004; Montafia, 2004; Guzman, 2005; Rache y Pacheco, 2010;
Castro y Alvarez, 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 contaminacion a los cuales
son sometidos (Montafia, 2004; Rache y Pacheco, 2010) y los altos contenidos de polifenoles y
antocianinas que se observan en brotes y ramas del género Vaccinium (Krzewinska, 2004). Esta
situacion dificulta la introduccién in vitro y la accién de los reguladores de crecimiento. Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacién fue desarrollar un procedimiento de introduccidn in vitro
de agraz que controle los problemas contaminacion y oxidacidn y que permita la brotacion lateral
en los explantes utilizados.

2.1.1 Control de la contaminacion in vitro

Existen tres vias para controlar la contaminacion in vitro persistente: 1) El uso de sustancias
antimicrobianas, fungicidas o antibidticos segln sea el caso, en el interior del medio de cultivo,
como lo reportan Castro y Alvarez (2013), quienes lograron perdidas por contaminacién inferiores
al 10% al introducir micro-estacas de agraz en woody plant medium (WPM) suplementado con
Carbendazim entre 0,05y 0,1%. 2) La aspersidn calendario de las plantas madre con fungicidas o
antibidticos, con el fin de reducir los microorganismos acompanantes enddgenos o superficiales y
disminuir la contaminacién in vitro como lo realizaron Rache y Pacheco (2010), quienes reportaron
un porcentaje de contaminacién maximo del 20% al asperjar semanalmente las plantas madres con
una suspensién de 2,0 g*L'! de Benomil (Benlate®)y 2,0 g*L'? de Propineb (Antracol®) y 3) El uso
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de un fuerte proceso de desinfeccién que incluya el uso de sustancias desinfectantes, fungicidas y
6 antibidticos con el fin de disminuir la contaminacién como lo hecho en este trabajo y
generalmente usado en el género Vaccinium.

2.1.2 Control de la oxidacion in vitro

Se considera que la oxidacion de los explantes introducidos in vitro se origina por el aumento en la
concentracién en el interior de las células y sus organelos de reactive oxygen species (ROS) y
reactive nitrogen species (RNS), la activacidon y acumulacion de enzimas como las polifenol oxidasas
(PPQ’s), y peroxidasas (POD’s) en los tejidos y la accidn de estas sobre sustancias fendlicas cuando
se producen dafios sobre los tejidos y érganos induciendo la oxidacion y muerte de los explantes
(Bhat y Chandel, 1991; George, 1996; Jaakola et al., 2001; Vatanpour-Azghandi et al., 2002; Tang y
Newton, 2004; Gratdo et al.,, 2005; Pompeu et al., 2008). Estos procesos oxidativos pueden
desencadenarse debido a varias causas como: La exposicion de los explantes a los agentes
desinfectantes, los cortes que sufre el explante, la edad fisioldgica del explante y la composicidon
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 oxidacién. En general hay que evitar la aparicion
y acumulacién de sustancias que desencadenen procesos de estrés oxidativo en el explante y
generen su oxidacion. Del mismo modo se procura disminuir las sustancias que pueden
desencadenar procesos oxidativos (ROS, RNS, PPQ’s, y POD’s). Algunas de las estrategias usadas
en el control de la oxidacién 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) Realizacidn de subcultivos frecuentes, 5) Cultivo in vitro en medio liquido, 6)
Uso de adsorbentes, en la preparacién del explante para su cultivo y en el medio de cultivo, 7) Uso
de antioxidantes en la preparacidn del explante para su cultivo y en el medio de cultivo, 8) Empleo
de algunas sales reductoras en el medio de cultivo, 9) Eleccidn de reguladores del crecimiento, 10)
Cambio del potencial osmdtico del medio de cultivo, 11) pH del medio de cultivo diferentes a los
pH dptimos de funcionamiento de las PPO’s y POD’s y 12) Inactivacion de enzimas. En general el
control de la oxidacién requiere la combinacion de varias de estas estrategias (Azofeifa, 2009). En
el género Vaccinium de forma usual se utiliza la combinacion de estas estrategias con el fin
disminuir la oxidacién de los explantes.
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2.1.3 Induccion de brotacion lateral, en el género Vaccinium

La brotacion 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 fisiologica
del explante y el genotipo. El 2-iP se ha utilizado con éxito a concentraciones que van desde los 2
mg*L! hasta los 20 mg*L™. Algo similar es observado con zeatina que es usada a concentraciones
entrelos 1y 10 mg*L™. Lo anterior indica que la optimizacién del uso de reguladores de crecimiento
en la induccidn de brotacion lateral en el género Vaccinium es un paso obligado y necesario para
el desarrollo de procesos eficientes de propagacién in vitro.

2.2 Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en Laboratorio de Biotecnologia Vegetal “Antonio Angarita Zerda”
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd, bajo un
régimen luminico de 16 horas luz y ocho horas oscuridad, a temperatura entre 18 — 20 °C vy luz
blanca fria. La experimentacion se dividid en cinco etapas: I) Control de la contaminacién, Il)
Control de la oxidacion, Ill) Determinacion de la concentracion de sales IV) Determinacion de edad
fisiolégica del explante, y V) Brotacién 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
(Boyaca). En las etapas de experimentacion |, y Il se usaron micro-estacas de agraz de 0,5a 0,7 cm
de largo, con una yema bien desarrollada (Figura 2.1). En las etapas I, lll, 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.
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2.2.2 Desinfeccion del material vegetal

Etapa | de experimentacion: se probaron diferentes tratamientos de desinfeccidn que llevaron al

desarrollo de un procedimiento bdasico de desinfeccién previa a la introduccion in vitro de micro-
estacas de agraz (Anexo B).

Etapa Il de experimentacion: se utilizd como procedimiento basico de desinfeccion el desarrollado

en la etapa anterior el cual consistio en: a) Tres lavados con agua de grifo de las varetas defoliadas
de agraz por cinco minutos; b) Inmersidn de éstas por un minuto en etanol al 70%, c) Introduccién
de las varetas defoliadas de agraz, con agitacién constante en una solucién 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) Inmersién de las varetas en una suspension de benomyl al 1% por
una hora bajo agitacidn 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 camara de flujo laminar; h) Desinfeccidn de las microestacas en solucién de hipoclorito
de sodio al 0,5%, bajo agitacion constante por 20 minutos i) Tres enjuagues de las microestacas con
ADE durante cinco minutos.

En las etapas lll, IV y V de experimentacién se modificd el paso i) del proceso de desinfeccidn, de la

siguiente manera, en lugar de utilizar ADE se utilizé una solucidn estéril de 100 mg*L™* de &cido
citrico y acido ascoérbico en el triple lavado de las micro-estacas y finalmente, las microestacas se
mantuvieron en esta soluciéon en cdmara de flujo laminar hasta su introduccién in vitro.

2.2.3 Medios de cultivo

Se utilizd6 como medio de cultivo el desarrollado por Debnath y McRae (DM) (2001a) para arandano
rojo (V. macrocarpon), suplementado con 30 g*L'! de sacarosa y 9 g*L! de agar bacterioldgico
(Oxoid®). En la etapa Il este fue suplementado con diferentes concentraciones de acido ascérbico,
acido citrico, L-cisteina y carbdn activado. En la etapa Ill se varié la concentracion de sales mayores
del medio DM y se suplementé con 200mg*L? de L-cisteina. En las etapas IV, y V se utilizé como
medio de introduccidn (Ml) % de las sales mayores, y la totalidad de las sales menores del medio
DM (2001a), suplementado con 200 mg*L™! de L-cisteina. El pH de los medios de cultivo utilizados
durante el desarrollo de las distintas etapas de experimentacion 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°Cy 15 PSI durante 15 minutos.

2.2.4 Etapa l: Control de la contaminacion

Para generar un proceso apropiado de esterilizacion que permitiera la introduccidn in vitro de las
micro-estacas de agraz, se realizé una serie de ocho experimentos (Anexo B). Todos ellos fueron
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establecidos bajo un disefio 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 modificacidon en el protocolo de desinfeccion que fue probada en el siguiente
experimento.

Oxidacion grado 1 Oxidacion grado 2 Oxidacion grado 3

Oxidacion grado 4 Oxidacion grado s

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

En general, se probaron distintas soluciones desinfectantes a base de hipoclorito de sodio, solas o
en combinacidn con pasos de esterilizacién previos o posteriores en suspensiones de benomil
(Benomil 50 WP ®) y 6 suspensiones de iodopavidona (Isodine ®) y el tiempo de inmersién en estas
soluciones y suspensiones (Anexo B). A los 8, 16 y 24 dias después de la introduccidn (DDI) se evalué
la contaminacidn de los explantes y su oxidacién por medio de una escala de oxidacion desarrollada
para este fin (figura 2.2).

2.2.5 Etapa ll: Control de la oxidacidn

Con el fin de controlar la oxidacidn presentada de las micro-estacas de agraz al ser introducidas en
medio Debnath y McRae (DM), se realizd una serie de siete experimentos (Anexo B). Cada uno de
los cuales fue ejecutado bajo un disefio completamente al azar. En estos experimentos se evalud
la oxidacién de los explantes al usar tres antioxidantes (acido citrico, acido ascorbico, y L-cisteina)
y carbdn activado. Estas sustancias fueron empleadas tanto en la preparacién de los explantes, y
como suplemento al medio DM. En estos experimentos se evalud la contaminacidn in vitro, la
oxidacion de los explantes y la viabilidad de los explantes.
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2.2.6 Etapa lll: Determinacion de la concentracion de sales

Después de haber determinado algunas estrategias para el control de la oxidacién, se realizé un
experimento bajo un disefio completamente al azar con el fin de establecer la concentracién de
sales adecuada del medio de cultivo, para la introduccién satisfactoria de micro-estacas de agraz.
Para este experimento se varid la concentracion de sales mayores del medio DM de la siguiente
forma:

1) 100% de la concentracion de sales mayores del medio DM; 2) 75% de la concentracion de sales
mayores del medio DM; 3) 50% de la concentracidn de sales mayores del medio DM; 4) 25% de la
concentracion de sales mayores del medio DM.

En este experimento la unidad experimental consisti6 en dos micro-estacas de 2,0 a 3,0 cm
sembradas en un frasco de 220 cc que contenia 30 cc de medio de cultivo correspondiente. Las
microestacas fueron obtenidas de varetas que se encontraban en estadio fenoldgico 3 (Anexo C).
Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. En este experimento se evalud la oxidacidon de los
explantes y la proporcién de explantes viables 24 dias después de la introduccién.

2.2.7 Etapa IV: Determinacion de la edad fisioldgica del explante

Con el fin de determinar el efecto de la edad fisioldgica de las varetas de agraz sobre la oxidacién
in vitro de las micro-estacas de agraz, se realizd un experimento bajo un disefio completamente al
azar, donde se utilizaron como tratamientos seis diferentes estadios fenoldgicos del agraz segun la
escala propuesta en este trabajo (Anexo C).

En este ensayo la unidad experimental consistié en dos micro-estacas introducidas en frascos de
220 cc que contenian 30 cc de medio de introduccidn. En este experimento se evalud la oxidacion
de los explantes a los 8, 16, 24 y 32 dias después de la introduccién.

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

Con el fin de establecer una metodologia de propagacion in vitro de agraz por brotacién lateral de
micro-estacas se realizaron tres experimentos completamente al azar de manera simultanea, con
cinco repeticiones. En estos experimentos se evalud el efecto de la concentracién en el medio de
introduccidn de distintos reguladores de crecimiento: 2-iP (0, 0,5, 1 y 2 mg*L?), kinetina (0, 0,5, 1
y 2 mg*L?), y zeatina (0, 0,5, 1y 2 mg*L) en combinacidén con ANA (0, 0,01, 0,1 y 1 mg*L?) y se
evalug, el porcentaje de explantes que presentan brotacion lateral y el grado medio de oxidacién
de los explantes, 45 dias después de la introduccion in vitro.
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2.2.9 Analisis estadistico

La presencia de contaminacion, el nivel de oxidacidn, y el tipo de respuesta in vitro de las etapas
de experimentacién |, I, 11, IV, y V, fueron analizados por medio de estadistica descriptivay, andlisis
de varianza para datos categéricos. Por medio de los procedimientos PROC UNIVARIATE y PROC
CATMOD respectivamente de [SAS/STAT] software version 9.1.

En la etapa VI adicionalmente, se determind la razdn de respuesta (RR) la cual fue calculada de la
siguiente forma:
P(respuestalexposicion)

RR =
P(respuesta|no exposicion)

Se construyeron intervalos de confianza al 95% para cada una de las razones estimadas de acuerdo
con la siguiente expresion:

o6 1-P(respuestalexposicion) +{(1—P(respuesta|no exposici(m))}
’ N¢ de expuestos N°de no expuestos
e

<RR

1965 1-pP(respuestalexposicion) +{(1—P(respuesta|no exposicién))}
< ! N¢de expuestos N° de no expuestos
e

2.3 Resultados

2.3.1 Control de la contaminacion

Los procesos de desinfeccidn basados en un solo paso de esterilizacidn en soluciones de hipoclorito
de sodio, fueron ineficientes en el control de la contaminacion in vitro superficial y endégena de
micro-estacas de agraz. Adicionalmente, aquellas estacas en las cuales no se observa
contaminacidn in vitro presentaron una fuerte oxidacidn, oscurecimiento y posterior necrosis
(Figura 2.3). Por lo tanto, se recurrié al uso de procesos de desinfeccidon con varios pasos de

-

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

esterilizacion.

El control satisfactorio de la contaminacion superficial in vitro se logrd, al realizar un proceso de
desinfeccién por medio de una triple esterilizacion del material vegetal a introducir. Este proceso
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consistid en una esterilizacion inicial de los explantes en una solucién de hipoclorito de sodio al 2,
2,503 % p/v por tiempos de 5, 10 o0 15 minutos, seguido por un triple lavado con ADE, una segunda
esterilizacidon en una suspensidn de benomyl al 1, 5 0 10% p/v de por 60 minutos, un segundo triple
lavado con ADE y una tercera esterilizacidn en una soluciéon 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
esterilizacién no presentaron diferencias estadisticas con respecto al nimero de explantes
contaminados que presentarén contaminacion superficial in vitro (P > F =0,2417). Sin embargo, se
observé contaminacién enddgena de las micro-estacas de agraz introducidas in vitro, al usar el
anterior procedimiento de desinfeccién. La contaminaciéon enddgena se origind a partir de los
cortes superior e inferior las micro-estacas, y de las heridas que presentaban.

Solo se observé un control efectivo de la contaminacién enddgena 24 dias después de la
introduccion, al usar una suspension de benomyl al 10% p/v por una hora, en el segundo paso del
proceso de desinfeccién (Figura 2-4). La contaminacién endégena presentd un comportamiento
diferencial debido a la concentracidn de la suspensidon de benomyl (Pr > x? < 0,0001). Se observé
gue el porcentaje de explantes que presentaron contaminaciéon endégena disminuyd al aumentar
la concentracion de benomyl en el segundo paso del proceso de desinfeccion (Figura 2-4).
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Figura 2.4: Porcentaje de microestacas que presentan contaminacidon enddgena al utilizar distintas suspensiones de
benomil 24 dias después de la introduccioén in vitro.

En cuanto al nivel de oxidacidn se encontrd que este depende de la concentracién de benomyl en
la suspensidn desinfectante del segundo procedimiento de esterilizacién (Pr > x? < 0,0001), tanto a
los 8, 16 y 24 DDI. La oxidacién fue menor al utilizar una suspensién de benomyl al 1% p/v y
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aumenta, a medida que avanza el tiempo de introduccidn, observandose que la proporcién de
microestacas con un nivel de oxidacidn bajo (estados 1, 2 y 3) es mayor al usar en el segundo paso
de esterilizacidn una suspensidn de benomyl al 1% p/v (Figura 2-5)

90,0 - . . .,
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8 DDI 16 DDI 24 DDI 8 DDI 16 DDI 24 DDI 8 DDI 16 DDI 24 DDI
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1 % Benomy 5 % Benomyl 10 % Benomyl

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

Al contrastar el comportamiento de la oxidacion por tratamiento se observd claramente que los
tratamientos en los cuales se usé una concentracion del 1% de benomyl como tratamiento
preventivo de la contaminacion son los que menor oxidacidn presentan tanto a los 8, 16 y 24 dias,
y solo los tratamientos 21, 24 y 27 no presentaron contaminacidn superficial y un bajo porcentaje
de contaminacién enddgena con un nivel medio de oxidacidn aceptable (tabla 2.1)

Por otra parte, con el fin de controlar la contaminaciéon enddgena que se puede presentar en la
introduccion in vitro de micro-estacas de agraz, se evalud la inmersion de las micro-estacas en
jabdn iodado (lodopavinona) a una concentracion del 1% p/v por 10 minutos como paso posterior
al proceso de desinfeccion con soluciones de hipoclorito de sodio y suspensiones de benomyl. Sin
embargo, no se observd un control eficiente de contaminacién enddgena y adicionalmente, los
explantes presentaron una fuerte oxidacién a los 16 dias después de la introduccidn, superando el
nivel maximo aceptable de oxidacién. Esto indicd que el uso de la solucidn jabdn iodado no
soluciona el problema de la contaminacion enddgena y si aumenta la oxidacién de las microestacas
de agraz.
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Tabla 2-1: Oxidacién promedio de microestacas de agraz a los 8, 16 y 24 dias después de la introduccion.

. s I Porcenteje de contaminacion
Nivel de oxidacion medio dias despues de la )

Tratamiento Concentracién tratamiento de desinfeccion introduccion acumulada' 24 dias t?c’espues de la
introduccion
[1Benomyl [1NacCIlO 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

2.3.2 Efecto de uso de antioxidantes en el proceso de desinfeccion y como
suplementacion del medio Debnath y McRae sobre la oxidacion de
micro-estacas de agraz

No se presentd un control efectivo de la oxidacidén in vitro de las micro-estacas de agraz al
suplementar el medio Debnath y McRae (DM) con acido citrico y acido ascérbico a concentraciones
de 50 a 200 mg*L™. por lo tanto, se modificé el procedimiento de desinfeccidn de las micro-estacas
de agraz. Esta modificacién consistio en realizar el ultimo triple lavado del proceso de desinfeccidn
con una solucién estéril de acido citrico y acido ascérbico de 100 mg*L? y mantener en dicha
solucidn los explantes hasta su introduccion in vitro.
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Con la modificacién al protocolo de desinfeccidon se evalud el efecto de la suplementacion del
medio DM con diferentes antioxidantes, L-cisteina en concentraciones de 100, 200 y 300 mg*L'o
la combinacién acido citrico y dcido ascérbico a concentraciones de 200, 250 y 300 mg*L! y el
efecto de los estadios de desarrollo maduro (estadio fenoldgico Ill, Anexo C) e inmaduro (estadios
fenoldgicos | y I, Anexo C) sobre la oxidacidn de las micro-estacas de agraz 24 DDl in vitro.

El efecto del uso de antioxidantes como suplementacidon del medio DM sobre la oxidacidn de las
microestacas de agraz es importante sobre el comportamiento de las proporciones de explantes
en los distintos niveles de oxidacidn (Pr > x? = 0,0006). En cambio, los estadios fenoldgicos (Pr > 2
=0,0741) y la interaccidn (Pr > x* = 0,6415) no lo fueron. Los antioxidantes utilizados ocasionaron
diferentes niveles medios de oxidacién (Pr > F < 0,0001) al igual que la interaccién estadio
fenoldgico, antioxidantes (Pr > F = 0,0021), pero esto no se observa con el estadio fenoldgico (Pr >
F =0,0528).

En general la combinacidn de acido citrico y acido ascérbico exhibe un nivel medio de oxidacién
mayor al control y el uso de L-cisteina como antioxidante. El menor nivel de oxidacidn observado
se presentd al usar micro-estacas provenientes de varetas maduras cultivadas en medio DM
suplementado con 300 mg*L ! de L-cisteina. Adicionalmente, no se observé una diferencia clara en
el nivel de oxidacidn medio de los explantes obtenidos de varetas inmaduras y maduras (Figura 2-
6).

Inmaduro B Maduro

Nivel medio de oxidacion

Control 200 mg*l-1 250 mg*l-1 300 mg*I-1 [ 100 mg*I-1 200 mg*l-1 300 mg*I-1

[ ] de acido citrico y acido ascorbico [ ] de L-cisteina

Figura 2.6: Nivel medio de oxidacién a los 24 dias después de la introduccion in vitro de micro-estacas de agraz
obtenidas de dos estadios de desarrollo maduro e inmaduro cuando el medio Debnath y McRae (2001a) es
suplementado con la combinacién de acido citrico y acido ascérbico o L-cisteina.

El mayor porcentaje de micro-estacas viables se presenta al utilizar medio DM enriquecido con L-
cisteina en concentraciones de 200y 300 mg*L, tanto en micro-estacas maduras como inmaduras.
Igualmente, se observd que la mayor proporcién de micro-estacas no viables se presenta cuando
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el medio DM es suplementado con acido citrico y acido ascérbico en concentraciones de 200, 250
y 300 mg*L* (Figura 2-7).
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Figura 2.7: Porcentaje de micro-estacas en los distintos grados de oxidacion (1, 2, 3 y 4) 24 dias después de la
introduccion en el medio Debnath y McRae (2001a) suplementado con L-cisteina o con acido citrico y 4cido ascérbico
en distintas concentraciones en estacas inmaduras (estadios fenoldgicos | y 1) (A) y maduras (estadio fenoldgico IlI) (B).

Al repetir este experimento y evaluarlo durante 32 dias se confirmdé que el mejor resultado con
respecto a la oxidaciéon de los explantes se obtuvo cuando el medio Debnath y McRae fue
suplementado con 200 mg*L? de L-cisteina en microestacas maduras con un incremento del nivel
promedio de oxidacién de 0,49 de los 4 a 32 dias después de la introduccién (DDI). En las micro-
estacas inmaduras a los 32 DDI no se presenta un control efectivo de la oxidacion por ninguno de
los tratamientos usados. Por otra parte, se observé que las micro-estacas maduras presentaron
una menor oxidacién 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) sola en combinacién
con carbén activado (4 gr*L™) permite un control satisfactorio de la oxidacion en estacas maduras
(estadio fenoldgico lll, anexo B), veinticuatro dias después de la introduccidn, ya que no se supera
el nivel de oxidacion maximo admisible.
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Figura 2.8: Comportamiento de la oxidacidn 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 suplementacion con antioxidantes.

2.3.3 Efecto de la concentracion de sales mayores sobre la oxidacion de
micro-estacas de agraz

El nivel de oxidacion de las micro-estacas de agraz es afectado por la concentracion de sales en el
medio de cultivo (Pr > x*><0,0001). veinticuatro dias después de la introduccién el mayor porcentaje
de micro-estacas viables se observa al utilizar como medio de introduccién una concentracion de
% de sales mayores del medio DM (Figura 2-9). El nivel medio de oxidacion fue de 3,75; 2,28; 2,25
y 3,33 cuando se empled %, %, y %, de la concentracidn total de sales mayores del medio DM
respectivamente. Al repetir este ensayo siempre se observé el menor nivel medio de oxidacion al
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utilizar una concentracién de % de sales mayores del medio DM. Por lo tanto, se establece que la
oxidacién de microestacas de agraz cultivadas in vitro es mas leve al utilizar ¥ o % de sales mayores
del medio DM.
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Figura 2.9: Porcentaje de micro-estacas de agraz de 2,5 cm en distintos niveles de oxidacidn al usar distintas
concentraciones de sales mayores del medio Debnath y Mc Rae (DM) (2001).

2.3.4 Efecto del estadio de desarrollo fenolégico de las micro-estacas de
agraz sobre el comportamiento de su oxidacion in vitro

El comportamiento de la oxidacion in vitro de las microestacas de agraz es afectado por el estadio
fenoldgico en el cual se encuentran las varetas de las cuales son extraidas para su introduccién in
vitro.

El nivel medio de oxidacién observado fue mayor al usar microestacas de agraz, provenientes de
flujos de crecimiento vegetativo en brotacion inicial (estado fenolégico I, Anexo C) en todas las
evaluaciones realizadas. El menor nivel medio de oxidacidn se presenta cuando los explantes
utilizados provienen de chupones (estado fenolégico VI, Anexo C) (Figura 2-10).

En cuanto la proporcidn de microestacas en los distintos niveles de oxidacion, esta difiere al usar
microestacas provenientes de diferentes estadios de desarrollo fenolégico (Pr > x? < 0,0001), en
cada una de las evaluaciones realizadas. Igualmente, se observé que la mayor proporcién de micro-
estacas en el menor nivel se presenta en aquellas obtenidas a partir de brotes en estadios
fenolégicos Il y Vltanto a los 24 como a los 32 DDl in vitro. Igualmente, las micro-estacas, obtenidas
de varetas en los estadios fenoldgicos II, Ill o VI presentaron un 50% o mas de explantes
introducidos in vitro con un grado de oxidacidn entre uno y dos. Igualmente, a los 32 DDI in vitro
se observé que las micro-estacas obtenidas de flujos de crecimiento en estadios fenoldgicos I, IV y
V presentaron un porcentaje superior al 50% de explantes con un grado de oxidacién superior a
dos (Figura 2-11).
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Figura 2.10: Nivel medio de oxidacion de micro-estacas de agraz de 2,5 cm obtenidas de ramas en seis estadios de
desarrollo fenoldgico distintos introducidas in vitro sobre medio de introduccidn.

B Grado de oxidacion 1 EiGrado de oxidacion 2 [ Grado de oxidacion 3

OGrado de oxidacion 4 E Grado de oxidacion 5
80 -

24 DDI =
60 =
40 A

20 A

Est 1 Est 2 Est 3 Est4 Est5 Est 6

Estadio fenoldgico

80 ~
70 A
60 -
50 A
40 H
30 A
20 A
10 A

Est1 Est 2 Est 3 Est4 Est5 Est6

Estadio fenoldgico

Figura 2.11 Comportamiento del grado de oxidacion de micro-estacas de agraz de 2,5 cm obtenidas de ramas en seis
estadios fenoldgicos introducidas in vitro sobre medio de introduccion.

Los porcentajes de microestacas en los diferentes niveles de oxidacion fue similar al utilizar micro-
estacas en crecimiento vegetativo en los estadios fenoldgicos I, IV y V. Igualmente, el
comportamiento de la oxidacion fue semejante al obtener los explantes de los estadios fenoldgicos
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I, IVy V. A su vez los porcentajes de microestacas en los diferentes niveles de oxidacidn fueron
préximos al utilizar explantes derivados de brotes en estadios fenoldgicos Il lll, y IV. Por otra parte,
el comportamiento de la oxidacién de los explantes preparados a partir de chupones fue distinto a
los demas estadios fenolégicos (Anexo D).

2.3.5 Efecto de uso de distintos reguladores de crecimiento tipo citoquinina
y acido naftalenacético sobre la oxidacion 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!) en combinacién con diferentes concentraciones de &cido
naftalenacético (0,00, 0,01, 0,10 y 1,00 mg*L?), sobre la oxidacién y respuesta in vitro de
microestacas de agraz, se observaron diferencias significativas sobre el nivel de oxidacion de estas,
debidas a la concentracion de la suplementacién con kinetina o 2-isopentiladenina en el medio de
introduccion (Ml), mas no por la suplementacion con zeatina.

Con respecto al uso de ANA, se observd que este no afecta el nivel de oxidacion al utilizarse en
combinacidn con kinetina o 2-isopentiladenina, pero si es importante al usarse en combinacién con
zeatina.

El menor nivel medio de oxidacidn se presentd cuando el medio de introduccidn fue suplementado
con 0,50, 1,00 o 2,00 mg*L? de kinetina 0 2,00 mg*L! de 2-isopentiladenina y el mayor nivel de
oxidacion se observd cuando no se usa ninguna suplementacidn con citoquininas o al usar una
suplementacidon con 4,00 mg*L? de 2-isopentiladenina en el medio de introduccién (Anexo D).

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

En el desarrollo de estos experimentos se presentaron dos tipos de respuestas, brotacion lateral y
formacién de tejido indiferenciado (callo). La primera de estas respuestas se observo para cada una
de las citoquininas utilizadas. El segundo tipo de respuesta solo se observo al utilizar 2-iP en
combinacion con ANA.

El 26,53% de los explantes cultivados en medio de introduccién suplementado con kinetina
presentd brotacion lateral. El 21,82% de las microestacas de agraz cultivadas in vitro en Ml
suplementado con 2-iP presento brotaciéon lateral y un 10,29% formo callo. Solo el 10% de los
explantes sometidos a cultivo in vitro sobre MI suplementado con zeatina presentd brotacién
lateral.
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Al observar los porcentajes de brotacion lateral de las diferentes combinaciones de suplementacién
ANA vy kinetina, se advierte que el mayor porcentaje de brotacidn lateral se presentd al utilizar una
suplementacion con 2,00 mg*L? de kinetina, seguida con suplementacién de 1,00 mg*L-! de
kinetina y la suplementacion con 0,50 mg*L? de kinetina y 1,00 mg*L! de ANA (Figura 2-12).
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Figura 2.12: Porcentaje de formacién de brotes laterales, observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm
cultivadas in vitro en medio de introduccion suplementado con diferentes concentraciones de kinetina y acido
naftanelacético.

Al comparar la respuesta de las microestacas de agraz cultivadas in vitro en medio de introduccién
suplementado con 2-iP y ANA a diferentes concentraciones se observé que: 1) La suplementacién
conjunta del Ml con 2-iP y ANA induce dos tipos de respuestas in vitro, a) brotacién lateral y b)
formacién de callo. 2) La formacién de callo sobre las yemas y cortes de las micro-estacas, solo se
observo al suplementar el medio de introduccidn con 2-iP y ANA, esta respuesta se presentd en
una mayor proporcion al usar 2,00 mg*L?! de 2-iP en combinacién con 0,01 0 1,00 mg*L! de ANA.
3)La mayor proporcién de explantes que muestran brotacion lateral, se observé al suplementar con
2,00 mg*Llde 2-iP. 4) El nivel de respuesta aumenta a medida que aumenta la concentracidon de
2-iP en el medio de introduccidn hasta una concentracién de 2,00 mg*L? para luego disminuir al
usar una concentracion de 4 mg*L? (Figura 2-13).
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Figura 2.13: Porcentaje de brotacién axilar, y formacién de callo observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm
cultivadas in vitro en medio de introduccion suplementado con diferentes concentraciones de 2-isopentiladenina y
acido naftanelacético.

Al utilizar una suplementacidn combinada con zeatina y ANA la brotacidn lateral no superd el 33%
de brotacidn lateral en todas las concentraciones evaluadas. El 33% de brotacién lateral se observd
al utilizar suplementaciones de 0,01mg*L* de ANA y 0,50 mg*L* de zeatina, 0 0,10 mg*L™' de ANA
con 1,00 0 2,00 mg*L?! de zeatina (Figura 2-14).
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Figura 2.14:: Porcentaje de brotacién lateral, observado a partir de micro-estacas de agraz de 2,5 cm cultivadas in vitro
en medio de introduccion suplementado con diferentes concentraciones de zeatina y acido naftanelacético.



53

Por otra parte, se observo una leve respuesta de brotacion lateral cuando el Ml fue suplementado
con 1,00 mg*L?! de ANA, alcanzando un 20% (Figuras 2-12, 2-13, y 2-14).

Al obtener las tasas de respuesta a la suplementacién con citoquininas, frente a la no
suplementacion con ellas se observd que la mayor tasa de respuesta al cultivo in vitro se presenta
al suplementar el Ml con 2,00 mg*L? de 2-iP, seguida por la suplementacién con 1,00 mg*L* de
kinetina y esta uUltima presenta la mayor tasa de brotacidn lateral (figura 2.15).
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Figura 2.15: Tasa de respuesta al cultivo in vitro y tasa de brotacidn lateral in vitro en micro-estacas de agraz de 2,5 cm
sometidas a cultivo en medio de introduccién suplementado con diferentes tipos de citoquininas a distintas
concentraciones frente al cultivo en medio de introduccién sin suplementacidn con citoquininas.

Se encontrd que, la mayor tasa de respuesta in vitro al usar 2,00 mg*L?! de 2-iP como
suplementacion en el medio de introduccién es igual a la encontrada al usar 1,00 mg*L?! de
kinetina, pero difiere de todas las demas tasas de respuestas. Igualmente se percibié que la tasa
de respuesta al usar zeatina a concentraciones en el medio de introduccién de 0,5, 1,00 y 2,00
mg*L! es igual a la tasa de respuesta esperada al no usar suplementacién con citoquininas (Anexo
D).

Por otra parte, se aprecid que las tasas de brotacidn lateral cuando el medio de introduccién fue
suplementado con: Kinetina a 0,50, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L? y 2-iP a 2,00 mg*L! son similares y
representan el mejor comportamiento. En cambio, las menores tasas de brotacién lateral se
observaron a no usar suplementacidén con citoquininas o al usar el medio de introduccién
suplementado con Zeatina a 0,50, 1,00 o0 2,00 mg*L!y estas son semejantes (Anexo D).

Al comparar las tasas de respuesta al cultivo in vitro y las tasas de brotacion lateral in vitro de micro-
estacas de agraz de 2,5 cm con suplementacién con ANA del medio de introduccidn a distintas
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concentraciones se aprecié que el nivel de respuesta y brotacion lateral es muy cercano en todas
las concentraciones evaluadas. Ademas, no existen diferencias evidentes en las tasas de respuesta

y brotacidn lateral a diferentes concentraciones de ANA. (Figura 2-16).
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Figura 2.16: Tasa de respuesta al cultivo in vitro y tasa de brotacion lateral in vitro en micro-estacas de agraz tipo |l
sometidas a cultivo en medio de introduccion suplementado con 4cido naftalenacético a distintas concentraciones frente
al cultivo al medio de introduccidn sin suplementacidn con 4cido naftalenacético.

2.3.7 Discusion

La introduccidn in vitro de fragmentos de tallos (microestacas) del agraz (Vaccinium meridionale)
presenta serias dificultades en su introduccidn 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 contaminacion in vitro y 2) la oxidacidon u oscurecimiento de los
explantes introducidos que termina por dar lastre a los procesos de introduccion.

El uso de sencillos procedimientos de desinfeccidn a base de hipoclorito de sodio a concentraciones
entre el 0,5y 3% P/V reportados por Debnath y Mcrae, (2001) Silva et al., (2006), Meiners et al.,
(2007), Tetsumuraet al., (2008) y Torres P, et al., (2010) en algunas especies del género Vaccinium
son ineficaces para el control de contaminacién in vitro de fragmentos de tallo de agraz, situacién
también observada por Castro y Alvarez, (2013). Igualmente Rache y Pacheco, (2010) encuentran
una situacion 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 inmersiéon de los explantes en suspensiones de benomil entre 1y 10 % por
60 minutos y posterior desinfeccién con una solucién 0,5% de hipoclorito de sodio por 20 minutos
permitid un control satisfactorio de la contaminacién superficial, mas no de la contaminacion
enddgena, 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 rapida
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oxidacion de los explantes lo cual impide su uso en procedimientos de desinfeccidon de estacas de
agraz.

Por otra parte, el uso de iodopavinona al 1% posterior a los procesos desinfeccién 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 contaminacién enddgena y adicionalmente intensifica el
oscurecimiento y posterior necrosis de los explantes lo que imposibilita su uso. Lo anterior obliga
al uso del procedimiento de desinfeccién descrito en el parrafo anterior, donde se observarén
porcentajes de contaminacidn enddgena cercanos al 12,5 % y al cultivo individual de las
microestacas con fin de prevenir contaminacidn cruzada entre los explantes. Otras alternativas de
desinfeccién de micro-estacas de agraz fueron desarrolladas por Rache y Pacheco, (2010) y Castro
y Alvarez, (2013) basados en otras estrategias del manejo de la contaminacién in vitro.

Aunque la oxidacién de los explantes es un problema cominmente reportado en la introduccion 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 oxidacion in vitro requiere
de la combinacién de varias estrategias, es asi que la oxidacidon 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 ultimo lavado del procedimiento de desinfeccidn con una solucidn estéril de 100 mg*L
1 de 4cido ascdrbico y acido citrico y su mantenimiento en ella hasta su introduccién, 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 suplementacién del medio de cultivo, especialmente L-cisteina a
concentraciones de 100 a 300 mg*L?, las cuales presentaron un mejor control de la oxidacién que
el uso en el medio de la combinacidn acido citrico, acido ascorbico a concentraciones de 100 a 300
mg*L™.

c) La optimizacion de la concentracidon de sales mayores en el medio de cultivo, encontrandose
que el uso de %2y % de la concentracion de sales del medio Debnath y Mcrae (2001) presentan una
menor proporcidn de explantes oxidados y un menor nivel medio de oxidacién, en concordancia
con lo observado por Rache y Pacheco, (2010) quienes indican que la necrosis de los tejidos de
agraz son afectados por la composicion y concentracién de los macro-elementos.

d) En contraposicion a las recomendaciones de George, et al., (1996) el uso de explantes obtenidos
de apices caulinares en activo crecimiento (Estadios fenolégicos |y Il), presentaron altos niveles de
oxidacion, al igual que las micro-estacas obtenidas de flujos de crecimiento completamente
maduros (IV) y del ciclo anterior (V). Situacién distinta aquellos obtenidos de los estadios
fenolégicos Il y VI, los cuales presentaron los mayores porcentajes de explantes con niveles de
oxidacion bajos en comparacién con los demads. Lo anterior es quizds debido a una menor
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concentracién de especies reactivas de oxigeno y polifenoles en los estadios Il y VI en comparacién
a los dapices 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 oxidacidn en estacas herbdceas que en estacas lefiosas 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 dpices caulinares en
activo crecimiento, quizas debido al acondicionamiento de las plantas madres realizado por ellos
gue permite una fuerte disminucion de la contaminacién in vitro y por lo tanto un uso de un
protocolo de desinfeccién menos intenso. Por otra parte, la contaminacidn observada sobre micro-
estacas obtenidas de brotes epicdrmicos (estadio fenoldgico VI) de agraz fue muy superior a la
encontrada en explantes obtenidos del estadio Ill, aun asi, Castro y Alvarez, (2013) logran la
introduccion de brotes epicérmicos de agraz al usar carbendazin a concentraciones de 0,05 al 0,10
% como suplementacién de cultivo, lo cual les permitié reducir la contaminacion de este tipo de
explantes a niveles inferiores al 10%.

e) La oxidacidn u oscurecimiento de los explantes introducidos in vitro es afectada por tipo de
reguladores de crecimiento y su concentraciéon en el medio de cultivo (Azofeifa 2009), esto
confirmado por los resultados de este trabajo, donde se observd que el tipo de citoquinina y
concentracién de estos en el medio de cultivo afectan la oxidaciéon de los explantes, es asi en
Kinetina el nivel medio de oxidacidon de los explantes, es mayor al no usarla y alcanza el nivel
méaximo admisible al utilizar una concentracidon de 4 mg*L™. Situacidn similar se observa al utilizar
2-iP, encontrandose que esta supera los niveles admisibles al no usarla o utilizar una concentracion
de 4mg*L?, esto concuerda con los resultados de Rache y Pacheco, (2010) que indican que se
alcanza un 70% tallos necréticos al utilizar suplementaciones cercanas a 12 mg*L* de 2-iP en el
medio de cultivo, mientras estos contrastan con lo presentado por Castro y Alvarez, (2013) los
cuales no reportan efectos negativos sobre la viabilidad de las micro-estacas al utilizar
concentraciones entre 5y 20 mg*L? de 2-iP. Por otra parte, no se observan efectos sobre la
oxidacion de las micro-estacas de agraz al usar Zeatina a concentraciones entre 0,5y 4 mg*L? en
el medio de cultivo y los explantes se mantienen viables, aunque no responden de forma
satisfactoria a la suplementacidn, quizas debido a que las concentraciones usadas fueron bajas para
inducir respuesta in vitro.

El mayor porcentaje de brotacidn axilar se observé cuando el medio % DM fue suplementado con
2 mg*L! de Kinetina (100%) seguido de la suplementacién con 0,5 mg*L™ de Kinetinay 1 mg*L de
ANA (67,3%), la suplementacién con 1 mg*L'de kinetina (66,3%) y la suplementacién con 2 mg*L
! 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 afios solo se observa
brotacion de estas al utilizar bencilaminopurina (BAP) a concentraciones entre 1y 10uM mas no se
observo respuesta al utilizar kinetina y tidhiazurom (TDZ). Quizas 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, Montafia, (2004) indica que el uso de 2-iP a concentraciones entre 0y 2 mg*L™ no
estimula la brotacidn 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 brotacion de yemas especialmente a
concentraciones de 1 o 2 mg*L?, igualmente se reporta el uso satisfactorio de 2-iP a
concentraciones de 59,05 UM (Rache y Pacheco, 2010) y 5 y 20 mg*L™* (Castro y Alvarez, 2013)
concentraciones mas altas a las usadas en este estudio.

Adicionalmente, aunque la zeatina es reportada como un buen inductor de brotacién 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 brotacion lateral a las concentraciones
usadas, quizas se requiera de una mayor concentracién a las usadas en esta investigacion.

Por otra parte, el uso de la suplementacién conjunta del medio % DM con concentraciones de 0,5
a 4 mg*L* de 2-iP y concentraciones de 0,01 a 1 mg*L? de ANA, permiten la formacion de tejido
desdiferenciado (Callo) sobre los cortes y yemas de las microestacas, situacidon también observada
por Litwinczuk y Wadas, (2008) en V. corymbosum al usar AIA (1,0 mg*L?) en combinacidn con 2-
iP, sin embargo también reportan que esta situacion no se presenta al utilizar AIB (1,16 mg*L™?).

2.3.8 Conclusion

Para la introduccidn in vitro de micro-estacas de agraz provenientes de poblaciones silvestres y
semi-silvestres se recomienda seguir la siguiente estructura de desinfeccidn e introduccion:

a) Colectar ramas o varetas de agraz de 15 a 20 cm que se encuentren en estadio fenolégico de
desarrollo 1ll; b) Realizar tres lavados con agua corriente de las varetas defoliadas por cinco
minutos; c) Inmersién por un minuto las varetas defoliadas en etanol al 70%; d) Introducién de las
varetas defoliadas, bajo agitacién constante en una solucién 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) Inmersién de las varetas en una suspension de benomyl al 1% por una hora bajo
agitacion constante por 60 minutos; g) Realizar tres lavados con agua destilada estéril por cinco
minutos; h) Cortar en total asepsia en camara de flujo laminar las varetas en micro-estacas de 2,5
a 3,0 cm con dos o tres yemas; i) Colocar en una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5%, bajo
agitacion constante las micro-estacas obtenidas en el paso anterior por 20 minutos; j) Proceder a
lavar tres veces las micro-estacas con una solucidn estéril de 100 mg*L™ de 4cido citrico y acido
ascorbico y mantenerlas en esta solucidn hasta su introduccion.

Por otra parte, la introduccidn debe realizarse sobre % de sales mayores del medio de Debnath y
Mecrae, (2001) suplementado con 200 mg*L? de L-cisteina, y 1 a 2 mg*L* de kinetina 0 2 mg*L* de
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2-iP sin suplementacién de ANA la cual disminuye la respuesta de brotacidn lateral al combinarse
con las citoquininas mencionadas a las concentraciones antes descritas, e induce la formacién de
tejido des diferenciado al complementarse con 2-iP. , Cada microestaca debe introducirse
individualmente, para evitar la posible contaminacion cruzada entre los explantes.

Adicionalmente, debe evaluarse en proximas oportunidades el crecimiento in vitro y el subcultivo,
de los brotes obtenidos durante un periodo superior a 45 dias 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 relacién con la formacién de callo, yemas y brotes
adventicios y axilares del uso de distintas auxinas en combinacion con 2-iP a diferentes
concentraciones en micro-estacas de agraz, hojas jovenes y tejidos provenientes de plantulas. Es
conveniente evaluar el efecto de la combinacién de diferentes auxinas y citoquininas a distintas
concentraciones sobre la elongacion de brotes y yemas incluyendo las ya evaluadas.
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3. Multiplicacion in vitro de agraz (Vaccinium
meridionale Swartz) a través de la inducccion de
organogénesis directa

El desarrollo de protocolos de micropropagacién del género Vaccinium y especialmente del agraz
(Vaccinium meridionale Swartz), presenta serias dificultades. Lo anterior es mas 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 contaminacidn superficial y endégena, ademas de una fuerte oxidacién
de los tejidos introducidos(Jaakola et al., 2001; Debnath, 2005; Pereira, 2006; Castrillén 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 propagacion 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 propagacion in vitro del agraz.

3.1 Materiales y métodos

Con el fin de establecer una metodologia de multiplicacion in vitro de agraz (Vaccinium meridionale
Swartz) a través de organogénesis se realizd una serie de ocho experimentos, los cuales fueron
realizados en el Laboratorio de Biotecnologia “Antonio Angarita Zerda” de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.

En estos experimentos se utilizaron como explantes semillas, hojas completamente maduras, hojas
cotiledonares, e hipocdtilos de agraz.

Todos los experimentos fueron establecidos en un disefio completamente al azar. Para la siembra
se emplearon frascos de 120 cc que contenian 20 cc del medio desarrollado por Debnath y McRae
(2001) para arandano rojo (Vaccinium macrocarpon) suplementado con 9 gr*L! de agar
bacterioldgico (Oxoid ®), 30 gr*Lde sacarosa, 200 mg*L™ de L-cisteina (Merk ®) como medio basico
(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 fria (6500K) . El pH de los
medios fue ajustado a 5.0 antes de ser auto clavado por 15 minutos a 120 °Cy 15 PSI.

En los tratamientos en los cuales el medio de cultivo basico (MB) debia ser suplementado con
tidihazuron o zeatina, estos reguladores de crecimiento fueron esterilizados por filtracion 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?) con el fin de
generar des-diferenciacidn de los tejidos, formacién de callo, y el desarrollo de tejidos y érganos
diferenciados como yemas, brotes y tallos. Igualmente fue suplementado con zeatina (0,00, 1,00 y
2,00 mg*L?) con el fin de provocar la elongacién de yemas y brotes.

3.1.1 Desarrollo de un protocolo de germinacidn in vitro

Con el fin de desarrollar un protocolo de germinacion in vitro de semillas de agraz, se realizaron
dos experimentos. El primero de ellos con el fin de establecer una adecuada desinfeccion del
material a introducir. El segundo con el fin de establecer el modo de introduccion de las semillas
de agraz.

e Experimento 1: Desinfeccion de semillas de agraz

Las semillas de agraz fueron extraidas por maceracién de frutos secos. Para tal fin se recolectaron
frutos completamente maduros en la localidad de San Miguel de Sema (Boyaca). Los cuales fueron
secados a temperatura ambiente.

Las semillas extraidas 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 accidn de
una solucion 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 solucion desinfectante.

Con el fin de establecer la concentracion de hipoclorito de sodio en la solucién desinfectante se
realizd 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 solucidn
desinfectante.

Las semillas desinfectadas fueron introducidas en frascos de 120 cc que contenian 20 cc de MB. A
los ocho dias de su introduccion se evalud la presencia de contaminacién.

e Experimento 2: Introduccidn de semillas de agraz in vitro

Para determinar el procedimiento adecuado para la introduccién de semillas de agraz in vitro se
desarrollé un experimento completamente al azar, con 15 repeticiones por tratamiento. En el cual
se evalua el tipo de medio donde se presenta una mejor germinacién de las semillas de agraz. Los
medios evaluados fueron los siguientes: 1. Medio basico Liquido, 2. Medio basico sélido, 3. Medio
basico solido mas 5 mL de agua destilada estéril y 4. Medio basico sélido mds 5 mL de medio basico
liquido.
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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 solucidn estéril de 1000mg*L* de 4cido giberélico (GAs) por doce
horas de acuerdo con lo recomendado por Hernandez et al. (2009).

A partir de los 15 dias después de la introduccién de las semillas se evalué la germinacion de las
semillas cada semana hasta los 45 dias. La germinacion fue evaluada por medio de una escala
desarrollada para este fin (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Escala de evaluacién de la germinacion de semillas de agraz.

0 No hay germinacién 0%

1 Escasa germinacion <10%
3 Baja germinacién 10-25%
5 Germinacién media 25-50%
7 Buena germinacion 50-75%
9 Excelente germinacién ~ 75-100%

3.1.2 Induccion de organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e
hipocétilos

Con el fin de establecer un protocolo de propagacién in vitro alternativo basado en la des-
diferenciacidn y posterior organogénesis de tejidos jévenes de agraz o por medio de procesos de
organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e hipocétilos se realizaron cuatro experimentos.

e Experimentos 3 y 4: Efecto de la concentracion de tidihazuron sobre la induccién de des-
diferenciacidn y organogénesis sobre hipocétilos y hojas cotiledonares

Con el fin de establecer un procedimiento de multiplicacién in vitro de plantas de agraz, se
desarrollaron dos experimentos completamente al azar donde se evalla el efecto de diferentes
concentraciones de tidihazuron sobre la induccién de des-diferenciacion de tejidos vy
organogénesis. Estos experimentos se realizaron sobre dos tipos de explantes juveniles (Hojas
cotiledonares e hipocatilos).

Para realizar estos experimentos se obtuvieron hojas cotiledonares e hipocétilos de plantas
germinadas in vitro. Los hipocdtilos fueron cortados de forma aséptica y cultivados en frascos de
120 cc que contenian 20 cc de medio basal suplementado con 0, 0,01, 0,1, 1, 2 y 4 mg*L?! de
tidihazuron respectivamente. Cada tratamiento contd con diez repeticiones. En cada frasco se
colocaron tres hipocétilos. El experimento fue evaluado a los 45 dias.

Las hojas cotiledonares obtenidas de plantulas germinadas in vitro fueron cultivadas en frascos de
120cc con 20 cc de medio basico suplementado con 0, 0,05, 0,5, 1, 2 y 4 mg*L?! de tidihazuron. La
mitad de ellos fue cultivada en oscuridad total y la otra mitad bajo un fotoperiodo de 16 horas luz
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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 dias.

En estos experimentos se evalud la presencia o ausencia de tejido des-diferenciado (callo) y el
numero de yemas o brotes por explante y por unidad experimental.

o Experimentos 5y 6: Evaluacion del efecto de la concentracién de zeatina sobre la elongacién
de yemas provenientes de organogénesis directa sobre hipocétilos y hojas cotiledonares

Hipocétilos y hojas cotiledonares sobre los cuales se indujo organogénesis directa fueron colocados
sobre medio bdsico por quince dias 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 evalud el efecto de la concentracion de
zeatina (0, 1, 2 mg*L?) sobre la elongacion de brotes y yemas de agraz producidos sobre hipocdtilos
y hojas cotiledonares. Cada uno de los tratamientos tuvo cinco repeticiones.

En cada uno de los frascos se colocaron en el caso de los hipocétilos tres con yemas y brotes, y en
el caso de las hojas cotiledonares cinco con yemas y brotes.

Se evalud el numero de brotes elongados, la longitud de los brotes y el vigor de los brotes.

e Observacion en microscopio optico de la formacion de yemas en hipocétilos y hojas
cotiledonares:

Hojas cotiledonares e hipocétilos con formacién de yemas y brotes fueron sometidos a un proceso
de fijacion y tincidn, el cual fue el siguiente:

En tubos ependorf de dos mililitros, fueron colocados en su interior hipocdtilos u hojas
cotiledonares de agraz que fueron sometidos a un proceso de induccidn de des-diferenciacion y
organogénesis in vitro. Posteriormente los tubos se llenaron con soluciéon de Bouin como solucidn
fijadora por 24 horas. Luego se procedié a eliminar la soluciéon de Bouin por medio de lavados
sucesivos con etanol al 65%. Inmediatamente después de esto los hipocétilos y hojas cotiledonares
fueron sometidos a deshidratacidn por medio de la inmersion 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 ultimo en
parafina al 100% por 24 horas.

Después de realizar lo anteriormente expuesto se procedié a incluir los explantes en parafina. El
material incluido fue cortado con micrétomo de rotacién tipo Minot, Modelo Spencer 820,
obteniendo cortes de seis micras.
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Los cortes realizados fueron suspendidos en un bafio de flotacidon, y luego colocados en
portaobjetos limpios y desengrasados. A continuacién, los cortes fueron secados a 50°C por 24
horas. A continuacion, se procedid a la tinciéon de los cortes realizados. Esta fue ejecutada por
medio de la inmersion y lavados sucesivos de los cortes en:

e Inmersién en xilol por 10 minutos, tres veces de forma sucesiva.

e Inmersién en etanol al 96% por 10 minutos tres veces de forma sucesiva.
e Inmersién en una solucidn de safranina por 24 horas.

e Lavado con agua corriente de cinco a diez minutos.

e Inmersién en una mezcla de acido picrico-etanol por 10 segundos.

e Inmersién en una solucidn de fast green por 20 segundos.

e Inmersién en una solucidn de esencia de clavos de olor por 10 segundos.
e Inmersién en etanol al 96% por 10 minutos, tres veces de forma sucesiva.
e Inmersion en xilol por 10 minutos, dos veces de forma sucesiva.

Por ultimo, los cortes fueron sellados con resina sintética y cubiertos con una lamina de
cubreobjetos.

3.1.3 Analisis estadistico

Los datos recolectados del primer y tercer experimento fueron analizados por medio de estadistica
descriptiva. Los experimentos 2, 3, 4, 5y 6° fueron analizados por medio de analisis de varianza,
prueba de diferencias de medias de Duncan, test de krukal-wallis y andlisis de varianza para datos
categdricos por medio del paquete estadistico [SAS/STAT] software version 9.1.

3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Establecimiento de un protocolo de germinacion in vitro

e Procesos de desinfeccion de semillas de agraz

Al usar una solucidn de hipoclorito de sodio al 0,5% como solucidn desinfectante durante una hora
de las semillas de agraz, no se presenta contaminacién in vitro ocho dias después de la introduccién
de estas. Se observé el mismo comportamiento al utilizar una solucidn de hipoclorito de sodio al
1%. Este comportamiento difiere del observado al usar una solucién de hipoclorito de sodio al
0,75% por que el 50% de las unidades experimentales presentd contaminacién a los ocho dias
después de la introduccién de las semillas de agraz. De acuerdo con lo expuesto anteriormente se
determina que la concentracion adecuada de hipoclorito de sodio en la solucién desinfectante es
del 1% ya que no se observé contaminacidn superficial al usar concentraciones inferiores al 1% y
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superiores al 0,5% indicando que al usar una concentracién del 0,5 % de hipoclorito de sodio en la
solucién desinfectante es posible que se desarrolle un proceso de contaminacién superficial del
medio de cultivo en cual se introducen las semillas de agraz para su cultivo in vitro.

En concordancia con lo expuesto se definio el siguiente procedimiento de desinfeccion de semillas
de agraz para su introduccién in vitro:

1. Extraccidén de las semillas de agraz por maceracidn de frutos secos completamente
maduros.

2. Triple lavado de las semillas extraidas con agua corriente, con el fin de eliminar
impurezas y residuos de fruto.

3. Inmersidn de las semillas de agraz por un minuto en etanol al 70%.

4. Inmersion de las semillas de agraz en una solucién 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.

e Comportamiento de la germinacidn in vitro de semillas de agraz

Luego, de determinar el procedimiento de desinfeccidn de las semillas de agraz se evalud el efecto
de cuatro tipos de medios de cultivo sobre la germinacion in vitro de las semillas de agraz. Los
diferentes sustratos de germinacién utilizados afectan el comportamiento de la germinacion in
vitro en concordancia con el andlisis de varianza para datos categéricos (Pr > x> < 0,0001), vy la
prueba de Kruskal-Wallis (Pr > x* < 0,0001).

El comportamiento de la germinacién de las semillas de agraz es similar al usar MB solido o una
combinaciéon de MB sélido y MB liquido como sustrato de germinacién (Pr > x* = 0,9917).
Igualmente se observé que al usar como sustrato de germinacion MB liquido o MB solido mas agua,
el comportamiento de la germinacién fue equivalente entre si (Pr > x = 0,3305). Por otra parte, se
registré que el desempefio de la germinacion entre los dos grupos anteriormente mencionados fue
diferente (Pr > x? < 0,0053).

Se observd una mayor germinacion de las semillas de agraz in vitro al usar como sustrato el MB en
fase solida o el MB en una combinacién de fase sélida y fase liquida. Esto se explica porque el grado
de germinacién al usar estos medios presento una mayor mediana y una mayor moda que al usar
el MB en fase liquida o el MB en fase sélida en combinacion con agua destilada estéril (tabla 3-2).
Los porcentajes de germinacidon promedio observados fueron de 19,33% en medio basico liquido,
de 76,64% en medio basico sélido, de 76,66% en medio basico solido en combinacidon con medio
basico liquido y de 31,98% en medio basico solido en combinacidén con agua destilada estéril.
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Tabla 3-2: Comportamiento del grado de germinacion in vitro de las semillas de agraz sobre MB en distintas fases.

Medio basico Medio basico Medio basico Medio basico

liquido solido sélido +agua 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
Desviacion

j 1,91 1,78 1,88 1,92
Estandar

Ademads, el 80% y el 73,3% de las unidades experimentales en las que se usdé como sustrato de
germinacién el MB en fase sdlida y el MB en combinacién de fase sélida y fase liquida presentaron
un grado de germinacién mayor a cinco respectivamente. Lo cual indica que al menos el 50% de las
semillas introducidas germinaron en condiciones in vitro. La germinacion se presentd en estos
experimentos entre los 20 y 30 dias después de la introduccién in vitro. Es de anotar que se observé
la formacion de raices (figura 3.1).

Figura 3.1: plantulas de agraz germinadas in vitro. El circulo rojo muestra la formacién y crecimiento de raices bajo cultivo
in vitro. El circulo rojo indica la formacidn de raices.

Valencia y Ramirez (1993) reportaron que el porcentaje de germinacion de las semillas de agraz
oscila entre un 20% y 23% para semillas pequefias (0,84-1,40 * 0,5-1,20 mm) y entre un 54% vy 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 germinacidn
de las semillas de V. meridionale comienza a los 16 dias después de la siembra y alcanza un 95% a
los 45 dias después de la siembra. A su vez Guzman-C (2005) estudio la germinacidn in vitro de las
semillas de agraz sobre medio Murashige y Skoog (MS) (1962) %> MS y “Woody Plant Medium”
(WPM) (Lloyd y McCown 1980) con o sin suplementacién con 1,00 mg*L? de AIA, 2,00 mg*L? de
BAPy 1,00 mg*L! de GA; encontrando que el porcentaje de germinacion alcanza el 90% al utilizar
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% MS sin suplementacion con fitoreguladores, 50% al utilizar MS con o sin suplementacién con
fitoreguladores y del 20 % al usar WPM suplementado con fitoreguladores. Ademads, encontré que
el uso de fitoreguladores provoca faciacién y vitrificacion en las plantulas obtenidas. Por otra parte,
Magnitskiy y Ligarreto (2007) reportaron que la germinacion de las semillas de agraz se encuentra
entre un 29% y un 38% a 25 °C sin ningun tratamiento pre-germinativo, mientras la viabilidad de
las semillas se encuentra entre 70% y 82%. Igualmente reportan que al usar 500mg*L* de Nitrato
de potasio o de acido gibelereico en soluciones de imbibicién sobre las semillas de agraz se alcanza
una germinacion del 50% a 25 °C. Asi mismo, Hernandez et al., (2009) establecieron que el
porcentaje de germinacion de las semillas agraz es del 63% sin ningln 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 germinacion y esta aumenta al embeber las semillas por 24
horas en soluciones de imbibicién de 500, 1000 y 2000 mg*L™* de GAs; a 97%, 98% y 93%
respectivamente. Cordoba et al., (2010) reporto una germinacion acumulada a los 40 dias del 70%
para Vaccinium floribundum y del 62 al 95% para Vaccinium meriodionale a los 45 dias usando
semillas frescas y un régimen de luz moderada. Castro et al., (2012) obtuvieron un porcentaje de
germinacién de 83,5% al usar semillas grandes extraidas 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 germinacion del 76 % al
usar semillas de agraz obtenidas de frutos completamente maduros (epidermis 100% purpura
oscuro), estado en cual encontré un mayor peso seco de la semilla, utilizando la metodologia
propuesta por Medina et al. (2008).

Los porcentajes de germinacién promedios observados en este estudio al usar como sustratos de
germinacién MBS y MBS+MBL fueron superiores al porcentaje de germinacidn reportados por
Valencia y Ramirez (1993), Magnitskiy y Ligarreto (2007) y Hernandez et al., (2009) pero inferiores
a los alcanzados por Hernandez et al., (2009) al usar un régimen de luz continua sobre semillas
sometidas a imbibicion con soluciones de AGs 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 germinacidn agua destilada estéril.

Es posible que los porcentajes de germinacion en MBS y MBS+MBL no alcanzaran los porcentajes
de germinacién alcanzados en los estudios de Hernandez et al., (2009) y Castro et al., (2012) a las
siguientes causas:

e 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 germinacidn de las
semillas de agraz de acuerdo con lo encontrado por Hernandez et al., (2009).

e El proceso de desinfeccion de las semillas de agraz utilizado afecte en algin grado la
viabilidad de las semillas de agraz.
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e No se realizé un proceso de seleccidn 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 germinacién de las semillas de mayor tamafio (1,40-1,87 mm de largo
* 0,87-1,40 mm de ancho) (54% - 64%) es superior al de las semillas de menor tamafio
(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 germinacién de las semillas de agraz disminuye cuando estas
son almacenadas al interior de los frutos (Magnitskiy & Ligarreto, 2007). Asi mismo las
semillas utilizadas fueron obtenidas de frutos en diferentes estados de madurez (Il y 1V)
(Pérez, etal., 2012), situacion que no favorece la germinacidn de las semillas ya que algunas
no alcanzan su mayor peso seco.

Por otra parte, el comportamiento de la germinacién al utilizar como sustrato MBL o MBS + agua
destilada estéril fue muy baja. En el primer caso es posible que se presenten dafios en la viabilidad
de la semilla por estrés osmatico al encontrarse en una soluciéon con un alto contenido de sales.
Situacion similar a la observada por Castro et al., (2012) al utilizar como sustrato de germinacién
1/3 de MS (42%). En el segundo caso no es clara la razén que explica el mal comportamiento de la
germinacién. También es importante mencionar que Guzman-C (2005) encontré que la
germinacion 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 (¥4 MS 90%) se
promueve un porcentaje alto de germinacion en medios sélidos. 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 germinacidn in vitro de semillas del género Vaccinium.

De acuerdo con los resultados de estos dos experimentos se establecié un protocolo de
germinacion in vitro de semillas de agraz el cual se divide en dos fases un protocolo de desinfeccion
y un protocolo de introduccidn los cuales se presentan a continuacién:

e Protocolo de desinfeccion:

Tres lavados con agua corriente.
Inmersion de las semillas en etanol al 70% por un minuto.
Inmersion de las semillas en una solucion de 1% de hipoclorito de sodio por 1 hora.

A wnNPR

Tres lavados con agua destilada estéril.
e Protocolo de Introduccion:

Inmersidn en una solucién estéril de 1000 mg*L-1 de GA3 por 12 horas.
Siembra de 50 semillas por frasco de 120 ml, con 20 ml de medio basico (Debnath &
Mc Rae, 2001)

3. Adicidn al frasco 5 ml de medio basico liquido cubriendo las semillas.
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 introduccion de las semillas de agraz, la germinacién de las
semillas se presenta entre los 20 y 30 dias después de la introduccién.

3.2.2 Induccion de organogénesis directa sobre hojas cotiledonares e
hipocétilos

e Organogénesis directa a partir de hipocétilos

Al evaluar la respuesta al cultivo in vitro de hipocétilos de agraz en MB se encontrd que sobre este
tipo explante se forman facilmente brotes adventicios. Sin embargo, no todos los hipocdtilos
cultivados in vitro presentan una respuesta positiva (figura 3-2).

El 50% de los hipocétilos cultivados en medio bdsico sin suplementacion presentan formacién de
brotes adventicios, sin embargo, estos presentan pardeamiento y posterior muerte del tejido. Los
hipocétilos cultivados sobre MB suplementado con 4mg*L™* de TDZ presentan engrosamiento del
tejido y formacion de brotes en un 66,7% de los casos, aun asi, los brotes y yemas producidos se
encontraban cerrados y son bastante gruesos, luego de 90 dias de cultivo estos se necrosaban y
morian. Cuando el MB fue suplementado con 1 o 2mg*L? de TDZ se presentd la formacion de
yemas y brotes adventicios con un menor engrosamiento de los hipocétilos. Los brotes observados
en estos casos estaban abiertos sin presentar una elongacion evidente y mostraban faciacion. Los
hipocotilos que fueron cultivados en medio bésico suplementado con 0,1mg*L? presentaron un
ligero engrosamiento y la formacién de yemas y brotes adventicios abiertos, sin faciacion y en
algunos casos se observo la formacidn clara de hojas y una ligera elongacion de los brotes. Cuando
la suplementacién del MB fue de 0,01mg*L™ de TDZ no se observé un claro engrosamiento de los
hipocétilos, pero la formacién de yemas y brotes adventicios los cuales se encontraban abiertos sin
faciacion y en algunas ocasiones presentaban la formacidn de hojas con una ligera elongacion. Por
otra parte, la formacion de yemas y brotes adventicios a partir de hipocétilos de agraz no requiere
la formacion de tejido des-diferenciado (Callo) (Figura 3-2).
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Figura 3.2: Formacion de yemas y brotes adventicios sobre hipocétilos cultivados in vitro sobre medio basico
suplementado con tidhiazuron a diferentes concentraciones A) 0,00 mg*L1, B) 0,01 mg*L?, C) 0,10 mg*L%, D) 1,00 mg*L-
1,E) 2,00 mg*L1, y F) 4,00 mg*LL.

El nimero de hipocétilos que presenta respuesta al cultivo in vitro varia de acuerdo con la
concentracién de TDZ (P > F = 0,0056) observandose que el no uso de suplementacién del medio
bésico con TDZ es diferente al uso de concentraciones de 0,01, 0,10, 2,00y 4,00 mg*L™* de TDZ, mas
no del uso de TDZ a una concentracién de 1,00 mg*L™. Por otra parte, no se observan diferencias
estadisticas entre el nUmero de explantes que responden al uso de TDZ como suplementacién del
MB (Figura 3-3).

Por otra parte, el mayor nimero promedio de yemas y brotes adventicios se observé con una
concentracion de 4mg*L™ de TDZ. (Figura 3-4). El nimero de yemas y brotes adventicios por unidad
experimental es afectado por la concentracion de TDZ en el MB (P > F = 0,021) y este aumenta con
el incremento de la concentracidon de TDZ en el MB. El numero de brotes es similar al utilizar
concentraciones de 0,00, 0,01, 0,10y 1,00 mg*L de TDZ en el MB. Igualmente establece el niimero
de brotes es similar al utilizar concentraciones de 0,10, 1,00, 2,00 y 4,00 mg*L! de TDZ en el MB.
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Figura 3.3: Numero de explantes (hipocétilos) promedio que presentan respuesta y formacion de brotes adventicios al
ser sometidos a distintas concentraciones de tidhiazuron.
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Figura 3.4: Niumero promedio de brotes adventicios observados sobre hipocétilos de agraz sometidos a distintas
concentraciones de tidihazuron por explante.

Aunque no se encontraron diferencias estadisticas entre el vigor de las yemas y brotes adventicios
obtenidos de hipocétilos cultivados in vitro (P > x*> = 0,09323). El vigor de las yemas y los brotes
adventicios disminuye a medida que la suplementacidon con TDZ del MB aumenta. (Figura 3-5).



71

Vigor
o = N w H (%, [<)] ~N
L

0,00 mg*L-1 0,01 mg*L-1 0,10 mg*L-1 1,00 mg*L-1 2,00 mg*L-1 4,00 mg*L-1

Concentracion de TDZ

Figura 3.5: Vigor promedio de los brotes adventicios observados sobre hipocétilos de agraz sometidos a distintas
concentraciones de tidhiazuron.

De acuerdo con lo consignado anteriormente la formacién de yemas y brotes adventicios es
satisfactoria cuando la suplementacion del MB se encuentra entre 0,01 y 0,10 mg*L* de TDZ. Esto
es debido a que a estas concentraciones se observa la formacién entre diez y 23 brotes y yemas
adventicias por unidad experimental via organogénesis directa con buen vigor y sin defectos
evidentes debidos al cultivo in vitro.

e Elongacidn de los brotes y yemas adventicios obtenidos sobre hipocétilos de agraz

Al comparar la respuesta a la suplementacién con zeatina a concentraciones de 0,00, 1,00, 2,00
mg*L! de yemas y brotes obtenidos sobre hipocétilos de agraz se encontré que: 1) no se
presentaron diferencias significativas entre el largo promedio de los brotes (P > F = 0,2756), el
numero de brotes alongados (P > F = 0,2007) y el vigor medio de los brotes (P > F = 0,6053) 2) El
mayor nimero promedio de brotes elongados se observé al usar un suplementacién de 2 mg*L*!
de zeatina, seguido de una suplementacion con 1 mg*L? y la no suplementacién del medio bésico.
3) La mayor altura promedio de los brotes elongados se observo al usar una suplementacién de
1,00 mg*L?! de zeatina, y la inferior al utilizar una suplementacion de 2,00 mg*L* de zeatina. 4) Los
brotes elongados presentaron un mejor vigor al usar una suplementacién de 2,00 mg*L'y el menor
vigor se observo al no usar suplementacion (Figura 3-6).

Por otra parte, los coeficientes de determinacién y variacién observados sobre el numero de brotes
elongados (R?=0,253255; CV=61,84752) y la altura promedio de brotes elongados (R?=0,208877;
CV=38.48019) demuestran que existid una gran variacién en el experimento no debida a la
suplementacion con zeatina del medio basico. 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 concentracion 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: NUmero promedio de brotes alongados, Altura promedio y vigor promedio de los brotes alongados
observados por hipocétilo cuando estos son suplementados con distintas concentraciones de zeatina.

En el primero de ellos se controlé al cultivar los explantes en medio basico sin reguladores de
crecimiento por 15 dias 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 concentracidon de TDZ durante la induccién
de organogenesis directa tiene una influencia directa sobre la elongaccién de las yemas y brotes
producidos aun al usar brotes que fueron sometidos a cultivo in vitro sin reguladores de
crecimiento durante 15 dias. 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. Razén por la cual presentan una alta polinizacion cruzada natural. Esto se evidencia en
el agraz gracias a los estudios de polinizacién realizados por Chamorro (2015), que muestran que
el agraz presenta polinizacién 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 elongacién de brotes luego de
remover la suplementacién de TDZ, sin importar si se aplicaba o no una suplementacién con zeatina
(Figura 3-7). Sin embargo, el nimero y calidad de los brotes alongados es mejor nominalmente al
utilizar una suplementacioén de 1 a 2 mg*L? de zeatina.
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Figura 3.7: Elongacion de brotes de agraz (Vaccinium meridionale) sobre hipocoétilos, después de remover la
suplementacion con thidiazuron y aplicar o no una suplementacién de 1 o0 2 mg*L con Zeatina.

e Organogénesis directa a partir de hojas cotiledonares

Al evaluar la respuesta in vitro de las hojas cotiledonares de agraz a la suplementacidn con distintas
concentraciones de TDZ, bajo oscuridad total y/o en un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas
de oscuridad se observo:

1) Bajo oscuridad total no se presenta una respuesta in vitro satisfactoria. Bajo esta condicion
ninguna de las concentraciones de TDZ en el MB evaluadas permitié la formacién de tejidos des-
diferenciados ni organogénesis directa. Ademas, 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 suplementaciéon con TDZ vy oscuridad total donde pocos
explantes responden, y en caso de presentarse existe un escaso crecimiento. Sin embargo, la
implementacion 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 practica
comun en la obtencion de organogénesis y des-diferenciacion de tejidos sobre hojas del género
Vaccinium. (Billings, et al., 1988) (Debnath, 2005) (Debnath, 2009) (Debnath & McRae, 2002).

2) EI 50% de las hojas cotiledonares que fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de 16 horas luzy 8
horas oscuridad y una suplementacién con TDZ respondieron al cultivo in vitro, con la formacién
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 formacidon 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 suplementaciéon de TDZ en un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad se mantenian 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 basico, bajo oscuridad total y con o sin
suplementacion de tidhiazuron, B) Sobre medio basico, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad y sin
suplementacion de tidhianzuron y C) Sobre medio basico, bajo un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad con una
suplementacién de 1mg*L! de tidhiazuron.

Se encontraron diferencias significativas (P > F < 0,0001) para el nimero de hojas cotiledonares de
agraz que responden al cultivo in vitro con respecto al fotoperiodo utilizado, encontrandose 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 suplementacidn del MB con distintas concentraciones de TDZ sobre
la respuesta in vitro de las hojas cotiledonares de agraz bajo un fotoperiodo de 16 horas luzy 8 de
oscuridad se encontré que:

No se observan diferencias estadisticas (P > F = 0,1615) con respecto al nimero 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™. Sin embargo, se observd que no hay
morfogénesis cuando las hojas cotiledonares de agraz se cultivan sin suplementacién de TDZ y esta
respuesta si se observa en aproximadamente el 50% de los explantes cuando existe
suplementacién 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
suplementacién distinta con tidhiazuron del medio basico.

El nimero de yemas y brotes adventicios generados por explante aumenta a medida que la
suplementacion con TDZ es mayor (Figuras 3-10), y existen diferencias estadisticas entre las
distintas concentraciones de TDZ utilizadas (Pr > x? = 0,025).
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Figura 3.10: Numero 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 concentracion 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
presentd 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* de TDZ. Cuando se usaron concentraciones de 2,00 y 4,00 mg*L?! de TDZ
en el MB se observd que ademas de la acumulacion de yemas y brotes adventicios sobre la base de
las hojas también se formaron yemas y brotes adventicios sobre la superficie adaxial de l[dmina
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 regeneracion en las dos caras de la |amina foliar
en V. vitis-idea (Debnath & McRae, 2002), (Debnath, 2005) y en V. macrocarpon (Marcotrigiano, et
al., 1996). Regeneracion sobre la cara abaxial de la [dmina foliar también es reportada en V.
corymbosum (Billings, et al., 1988) (Rowland & Odgen, 1992).

Observandose una mayor acumulacidon de yemas y brotes adventicios sobre la ldmina foliar cuando
se utiliza una concentracion de 4,00 mg*L? de TDZ en el MB. Por otra parte, no se observé en
ninguno de los tratamientos evaluados la formacidon de estructuras foliares ni una evidente
elongacion de las estructuras formadas. Las cuales se acumulan sobre un mismo punto una sobre
otra. Con la excepcién que las yemas formadas sobre la ldmina foliar cuando se utilizé una
concentracién de 2,00 6 4,00 mg*L?! de TDZ en el MB (Figura 3-12).

En este caso es claro que las hojas cotiledonares de agraz responden a la suplementacion con TDZ,
siempre y cuando estas estén bajo un fotoperiodo de 16 horas luz. Ademas, 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 nimero de explantes que responden a la
suplementacion 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 concentracién de 4,00 mg*L! de TDZ. Por lo tanto, hay un mayor potencial de
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propagacion si se utiliza una concentracién de 4,00 mg*L'de TDZ en MB con el fin de inducir
morfogénesis sobre hojas cotiledonares.

Figura 3.12: Formacion de yemas y brotes sobre hojas cotiledonales cultivadas in vitro sobre medio bdsico suplementado
con tidhiazuron a diferentes concentraciones A) 0,00 mg*L1, B) 0,05 mg*L?, C) 0,50 mg*L%, D) 1,00 mg*L?, E) 2,00 mg*L-
1,y F) 4,00 mg*LL,

e Elongacion de yemas adventicias obtenidas sobre hojas cotiledodares de agraz

Al evaluar la respuesta al subcultivo en medio basico suplementado con zeatina a concentraciones
de 0,00, 1,00 y 2,00 mg*L! de estructuras similares a yemas obtenidas de hojas cotiledonares de
agraz (Vaccinium meridionale), no se encontraron diferencias estadisticas en el largo promedio de
los brotes (P > F = 0,4665), el nimero de brotes alongados (P > F =0,1737) y el vigor medio de los
brotes (Pr>x2=0,5680). Por otra parte, el mayor niumero promedio de brotes elongados se observé
al usar una suplementacién de 2,00 mg*L? de zeatina, seguido de una suplementacién con 1,00
mg*L !y la no suplementacién del medio basico. Asi mismo, la mayor altura promedio de los brotes
elongados se observé al usar una suplementacién de 1,00 mg*L? de zeatina, y la inferior al no usar
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suplementacion con zeatina. Ademas, los brotes elongados presentaron un mejor vigor al usar una
suplementacion de 2,00 mg*L'y el menor vigor se observé al no usar suplementacién (Figura 3-
13)
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Figura 3.13: Niumero promedio de brotes alongados, longitud y vigor promedio de los brotes elongados por cotiledén
cuando estos son suplementados con distintas concentraciones de zeatina.

Aligual que lo observado sobre hipocotilos, al usar como explante hojas cotiledonares se encontré
gue el coeficiente de variacion del nimero 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
determinacion del nimero promedio de brotes elongados (R? =0,253) y la longitud de los brotes
(R? = 0,119) fue bajo. Estas dos situaciones indican: 1) Que se presentd una alta variabilidad en la
respuesta de elongacion de los brotes y yemas obtenidos sobre hojas cotiledonares de agraz. La
cual no es explicada por el uso de suplementacién 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 elongacidn de las estructuras similares a yemas y brotes obtenidos sobre hojas
cotiledonares de agraz. Los cuales son: 1) la concentracion interna de reguladores de crecimiento
de los explantes sometidos a morfogénesis y 2) el genotipo de los explantes.

En el primero de ellos se controlé con el mismo procedimiento usado en hipocétilos. Y de igual
manera se observé que la variabilidad en la respuesta de elongacidon de los brotes provenientes de
hojas cotiledonares estd directamente influenciada por la concentracion de TDZ durante la
induccion de organogénesis aun al usar brotes que fueron sometidos a cultivo in vitro sin
reguladores de crecimiento durante 15 dias.
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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 germinacidn presentan una alta variabilidad genetica. Asi 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 hipocétilos, las hojas cotiledonares
presentaron elongacion de brotes luego de remover la suplementacion de TDZ, sin importar si se
aplicaba o no una suplementacién con zeatina (Figura 3-14). Sin embargo, el niUmero y calidad de
los brotes alongados es mejor nominalmente al utilizar una suplementacién de 1 a 2 mg*L? de
zeatina.

Figura 3.14: Elongacion de brotes de agraz (Vaccinium meridionale) sobre hojas cotiledonares, después de remover la
suplementacion con tidihazuron, y aplicar o no una suplementacidon de 1 o0 2 mg*L! con Zeatina.

o Observacién en microscopio optico de la formacion de yemas en hipocétilos y hojas
cotiledonares

Al cultivar hojas cotiledonares e hipocétilos de agraz sobre MB, suplementado con diferentes
concentraciones de 0,01 a 4 mg*L™? de TDZ se desarrollan estructuras similares a yemas y brotes
(figuras 3-2, 3-12). Sin embargo, no era claro si estas provenian de un proceso de organogénesis o
de embriogénesis somatica. Por lo tanto, se realizd una serie de cortes histoldgicos sobre los
explantes y las estructuras formadas sobre ellos.

Al realizar los cortes histolégicos sobre hipocétilos se observd que las estructuras globulares
similares a yemas y brotes independientemente de la concentracidon de TDZ en la mayoria de los
casos surgen de la asociacion de varias células sobre el cuerpo del explante. Ademas, en la mayor
parte de los casos las estructuras globulares presentan conexion con los tejidos del explante, no
observandose independencia de estos tejidos con los tejidos de los explantes (figura 3-15). Lo
anterior sugiere que las estructuras globulares que surgen sobre los hipocétilos provienen
comunmente de un proceso de organogénesis somatica.

Al usar una suplementacién con TDZ del medio bésico entre 0,01 y 1 mg*L? se observaron tres
tipos de respuesta las cuales son:
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Respuesta tipo 1: Zonas con una alta concentracién celular, debido a un proceso fuerte de division
celular generado por la accidn del TDZ. En las cuales el tamafio celular es inferior a otros tejidos del
hipocétilo y no se observa un sentido de divisién 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
mas observada.

Respuesta tipo 2: En uno de los hipocétilos cultivados en MB con una concentracién de TDZ de 0,1
mg*L? se observd la formacién de yemas a partir del circulo central, observandose claramente la
formacién 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 observd sobre la tipica formacion de zonas con una
alta densidad celular, una estructura globular con una altisima densidad celular que no presentaba
conexién alguna con los tejidos del hipocétilo (figura 3-15, D). Esta estructura recuerda fase
globular de formacién de embriones somaticos conocido como estado globular. Sin embargo, no
se observa ninguna de las otras fases de la embriogénesis somatica e igualmente no se observd
que las yemas y brotes que se presentaron sobre los hipocétilos presentaran independencia
estructural frente a este. Lo cual indica que, aunque se puede presentar un proceso de
embriogénesis somatica sobre hipocétilos de agraz cuando estos son cultivados en medio basico
suplementado con TDZ en concentraciones de 0,01 a 1 mg*L™ de TDZ, esta respuesta es muy escaso
y lo que se presenta en mayor medida son procesos de organogénesis somatica. Como se evidencia
en las respuestas tipo 1y tipo 2.

Cuando el medio bésico fue suplementado con 2 0 4 mg*L™ de TDZ se observd que los hipocotilos
presentan un engrosamiento generalizado, el cual es mas evidente en los cortes inferior y superior.
Igualmente se observa sobre estos la formacidon de estructuras similares a brotes y yemas
engrosados y con fasiacidn (figura 3-2). Al realizar cortes longitudinales y transversales sobre
hipocotilos cultivados sobre medio bésico suplementado con 2 0 4 mg*L* de TDZ se observaron
evidencias de un fuerte proceso de divisidn celular al interior de estos. Ya qué se encontrd una alta
concentracion de células pequeiias. De estas zonas de alta division celular surgen estructuras que
asemejan yemas en formacién. Sin embargo, estas estructuras repiten un patrdn de fuerte divisién
celular al interior de estas lo cual hace que los posibles yemas y brotes presenten engrosamiento y
problemas de fasiacién (figura 3-15).
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Figura 3.15: Cortes histoldgicos de hipocotilos de agraz cultivados en medio basico durante 45 dias suplementado con
diferentes concentraciones de tidhiazuron. A) 0,01 mg*L?, B), C), y D) 0,10 mg*L%, E) y F) 1,00 mg*L%, G) y H) 2,00 mg*L-
1, 1)y J) 4,00 mg*L™. La respuesta tipo | esta indicada por ovalos rojos, la respuesta tipo Il por ovalos azules y la respuesta
tipo Il por ovalos blancos. Las lineas negras representan 100 micras
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Las hojas cotiledonares de agraz al ser cultivadas sobre medio basico suplementado con TDZ a
distintas concentraciones (0,05; 0,5; 1; 2; 4 mg*L?), durante 45 dias, presentan la formacion 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 ldmina foliar al usar concentraciones
de 2,00 a 4,00 mg*L* de TDZ (figura 3-12). Al realizar cortes histoldgicos a estas hojas cotiledonares
se observé que al igual que en los hipocétilos, se presentan zonas en las cuales ocurre una alta
division celular. Estas se dan especialmente en la base de la hoja, en la zona de corte del peciolo
sin importar la concentracién de TDZ. Al igual que en los hipocotilos de las zonas de alta divisién
celular surgen estructuras similares a yemas y brotes, que presentan una conexion anatémica con
el cotileddn (Figura 3-16). Al utilizar una concentracidn de 4,00 mg*L™? de TDZ en el medio bésico
se observa que las estructuras formadas similares a yemas presentan sobrecrecimiento (figura 3-
16 D).

Figura 3.16: Cortes histoldgicos de hojas cotiledonares de agraz cultivadas en medio basico durante 45 dias
suplementado con diferentes concentraciones de tidhiazuron. A) 0,50 mg*L?, B) 1,00 mg*L?, C) 2,00 mg*L' y D) 4,00
mg*L1. Las lineas negras representan 100 micras.

Por otra parte, se observd que sobre la cara adaxial del cotileddn al usar una suplementacion de 2
04 mg*Llde TDZ en el medio se observé la formacién de agrupaciones de células epidérmicas que
entran en un proceso de rapida divisién celular de estos surgen estructuras similares a yemas
(figura 3-17).
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Figura 3.17: Formacién de yemas adventicias, sobre la cara adaxial de hojas cotiledonares de agraz sometidas a cultivo
in-vitro, bajo una suplementacion con tidhiazuron de 2,00 o 4,00 mg*L1. Las lineas negras representan 100 micras.

3.2.3 Conclusion

Al revisar los resultados de este capitulo es claro que la germinacion in vitro de agraz ocurre entre
los 20 y 30 dias después de su introduccion, y esta requiere del uso de medios de cultivo bajos en
sales y mejora cuando se aplica una capa fina de medio liquido que permite la imbibicién de las
semillas.

Por otra parte, tanto las hojas cotiledonares como los hipocotilos obtenidos de plantulas de agraz
responden con la formacidon yemas, y brotes por organogénesis directa a la suplementacion con
TDZ de medio de cultivo. El nimero de brotes y yemas observadas aumenta al aumentar la
concentracién de TDZ, sin embargo, su calidad disminuye debido a la superposicidon de yemas vy la
deformacién de estas. Los brotes y yemas presentan una mejor calidad a concentraciones de TDZ
entre 0,01y 1,00 mg*L™,

Por otra parte, la suplementacion con TDZ genera la formacién de zonas o puntos con una alta tasa
de divisién 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
concentracién de TDZ a 2,00 y 4,00 mg*L! se genera la formacidn de zonas de alta divisién 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 1y 2 mg*L! permite la elongacidn de las yemas y brotes
obtenidos sobre hipocétilos y cotiledones de agraz, presentandose una disminucidn en la longitud
de estos al aumentar la concentracién.
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Anexo A. Algunos procedimientos de propagacion in vitro
reportados de algunas especies del género Vaccinium.
Medi
Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta Especie cuft?\llc:) de Referencia
. . . Ploriferacion de yemas Murashige vy
H [ 2-iP ANA V. L 197
Ipocotilos ! axilares y brotacion lateral corymbosum Skoog (MS) (Lyrene, 1978)
Anteras 2 4D DesdlfgrfenC|aC|on y V'. Forymbosum y V. MS (Lyrene, 1978)
formacidn de callo virginatum
12,3a24,6 Ploriferacion de yemas e s (Brissette, Tremblay,
Yemas maduras UM de 2-iP axilares y brotacién lateral V- angustifolium 22 Lord, & Gh, 1990)
Brotes 3:2:1 Turba,
. Enraizamiento ex vitro V. angustifolium vermiculita, (Brissette et al., 1990)
micropropagados .
perlita
Micro-estacas 25 uM de 2- L Ploriferacion de yemas V. corvmbosun xqv;)gicljjyr/nplant (Gonzalez, Lopez,
iP axilares y brotacion lateral -cory Valdes, & Ordas, 2000)

(WPM) y MS
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Medi
Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta Especie cuft?\ll‘:) de Referencia
. . Woody plant
18 uM Plorif
Micro-estacas seZtinje ax(iJI!rZZaCIt?rnotac?c’?n IaZeerr:Ias V. corymbosun médium (Gonzalez et al., 2000)
y (WPM) y MS
Micro-estacas 24,6 -49,2 L Ploriferacion de yemas V. myrtillus y V. vitis- MS (Jaakola, Tolvanen,
UM de 2-iP axilares y brotacién lateral idaea Laine, & Hohtola, 2001)
Br.otes - AIBy KAIB  Enraizamiento in vitro V myrtillus 'y V. vitis- MS (Jaakola et al., 2001)
micropropagados idaea
2,5-5,9 . L
Segmentos me*L-1 de 2- L Ploriferacion de yemas V. macrocaroon (Debnath y (Debnath y Mcrae,
nodales & Ip axilares y brotacién lateral ) P Mcrae, 2001) 2001)
Segmentos 5,7 uM de L Plc.>r|feraC|on de yemas V. vitis-idaea MS (Debnath 'y  Mcrae,
nodales Zeatina axilares y brotacién lateral 2001)
Segmentos 12,3 u.M de L Plc.>r|feraC|on de yemas V. vitis-idaea MS (Debnath 'y  Mcrae,
nodales 2-iP axilares y brotacién lateral 2001)
Brotes 39,4 mM de . . . o 2:1  Turba, (Debnath 'y Mcrae,
. - Enraizamiento ex vitro V. vitis-idaea .
micropropagados AlIB perlita 2001)
Segmentos 5 uM de Ploriferacion de yemas . (Debnath vy
nodales Zeatina axilares y brotacion lateral V- angustifolium Mcrae, 2001) (5.C. Debnath, 2004)
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Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta Especie Z‘ft‘?",z de Referencia
Segmentos 10 uM de 2- Ploriferacion de yemas e s (Debnath vy
nodales iP axilares y brotacion lateral V. angustifolium Mcrae, 2001) (5.C. Debnath, 2004)
Micro-estacas 24 MM de2- 2,68 uMde PIc.>r|feraC|on de yemas V. virginatum WPM (Erig y Schuch, 2005)
iP ANA axilares y brotacién lateral
. . (Zimmerman
Segmentos 12,3 24’? PlgrlferaC|on de yemas V. cylindraceum y Broome, (Pereira, 2006)
nodales UM de 2-iP axilares y brotacion lateral
1980)
25 uM de 2- .
iP Ploriferacion  de emas (L. couto da Silva,
Micro-estacas . , y V. virginatum MS, WPM Schuch, Souza, Erig, &
axilares y brotacion lateral o
18 uM de Corréa, 2006)
Zeatina
Hojas jovenes >a20 HM de - Ploriferacion .d.e yemas 'y V. corymbosum WPM (Meiners et al., 2007)
Zeatina brotes adventicios
Br.otes - 2,5320,0 Enraizamiento in vitro V. corymbosum WPM (Meiners et al., 2007)
micropropagados UM de IBA
Br‘otes - 2,52 10,0 Enraizamiento in vitro V. vitis-idaea WPM (Meiners et al., 2007)
micropropagados UM de IBA
V. delicium;
Brotes . . .
. ---- ---- Enraizamiento in vitro membranaceum; MSy WPM (Barney et al., 2007)
micropropagados e s
ovalifolium
Segmentos 2a4puMde L Ploriferacion de yemas V. macrocarnom % (Debnathy (Samir C. Debnath,
nodales Zeatina axilares y brotacion lateral ’ P Mcrae, 2001) 2008)
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Explante Citoquinina Auxina Tipo de respuesta Especie :ﬁft‘?\ll?) de Referencia
, 73,8 uM de 5,7 M de  Ploriferacion de yemas .. (L. C. da Silva, Souza,
Estacas herbaceas 2-iP AlA axilares y brotacion lateral V. virginatum WPM Erig, & Antunes, 2008)
1,0 mg*L?! _
Segmentos 2al10 mg*L de AIA Ploriferacion de yemas (Zimmerman (Litwinczuk y Wadas,
1 . 9 V. corymbosum y  Broome,
nodales axilares y brotacién lateral 2008)
1,2 mg*L?! 1980)
de AIB
. 2,3a4,5uM Ploriferacion de yemas vy g (Debnath vy
Hojas Jovenes de 107 brotes adventicios V. angustifolium Mcrae, 2001) (Debnath, 2009)
Br.otes - - Enraizamiento ex vitro V. corymbosum Perlita (Damiani y  Schuch,
micropropagados 2009)
0,01 a 0,05
- *x] -1 ’ ’ . .7
Plantulas 35meLT | uage Ploriferadion - de yemas g ium WPM; % MS  (Torres et al., 2010)
de BAP axilares y brotacion lateral
ANA
%] -1 . ./
Plantulas 0,5 me”L - PI9r|feraC|on de yemas V. floribundium WPM; % MS  (Torres et al., 2010)
de TRZ axilares y brotacién lateral
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Experimentos de desinfeccion,
Experimentos de oxidacion y sus
tratamientos

Anexo B.

Cuadro B-1: Estructura de los experimentos de estandarizacién del proceso de desinfeccién de
micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale) uno, dos, tres, cuatro y ocho.

Experimento Benomil previo Benomil posterior Factores Niveles

Concentracién de HCIO

1,0,2,0y 3,0% p/v

1 no no ) ) ., .
Tiempo de inmersién 1,0, 2,5y 5,0 minutos
5 o no Concentracién de HCIO 1,0,1,5y 2,0% p/v
Tiempo de inmersién 1,0, 5,0y 10,0 minutos
L, o
3 i (30 minutos) o C.oncentrac!on de I.-IICIO 2,0,2,5y3,0% p/v
Tiempo de inmersidn 5,0,10,0y 15,0 % p/v
L, o
4 si (60 minutos) no C.oncentrac!on de HFIO 2,0,2,5y3,0% p/v
Tiempo de inmersidn 5,0,10,0y 15,0 % p/v
) ) » ) HCLO al 2% p/v vs
8 no si (60 minutos)  Solucidn desinfectante

H(CIO), al 2% p/v

Cuadro B-2: Estructura de los experimentos de estandarizacidn del proceso de desinfeccion de
micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale) cinco y seis. La suspension de benomil fue usada
forma previa al uso de hipoclorito de sodio en el experimento cinco en cambio el benomil se usé
de forma posterior al uso de hipoclorito de sodio en experimento seis, en ambos casos por 60
minutos

Concentracién  Concentracion i:ri\e:::g::n Concentracion  Concentracion i:;:::g::n

Benomyl NacClo Naclo Benomyl NaClo Naclo
Tratamiento 1 10% 3% 5min Tratamiento 15 5% 2,50% 15 min
Tratamiento 2 10% 3% 10 min Tratamiento 16 5% 2% 5min
Tratamiento 3 10% 3% 15 min Tratamiento 17 5% 2% 10 min
Tratamiento 4 10% 2,50% 5min Tratamiento 18 5% 2% 15 min
Tratamiento 5 10% 2,50% 10 mim Tratamiento 19 1% 3% 5min
Tratamiento 6 10% 2,50% 15 min Tratamiento 20 1% 3% 10 min
Tratamiento 7 10% 2% 5min Tratamiento 21 1% 3% 15 min
Tratamiento 8 10% 2% 10 min Tratamiento 22 1% 2,50% 5min
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% 5min
Tratamiento 12 5% 3% 15 min Tratamiento 26 1% 2% 10 min
Tratamiento 13 5% 2,50% 5min Tratamiento 27 1% 2% 15 min
Tratamiento 14 5% 2,50% 10 mim
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Cuadro B-3: Estructura del experimento de estandarizacién del proceso de desinfeccidn de micro-
estacas de agraz (Vaccinium meridionale) siete. El benomil se usé de forma posterior al uso de
hipoclorito de sodio, y posteriormente iodopavinona al 1 %.

Concentracion  Concentracion i:rire::spi:',::n Concentracion  Concentracion i::;:gz::n

Benomyl NaClo Naclo Benomyl NacClo Naclo
Tratamiento 1 1% 2% 5min Tratamiento 15 2,50% 2,50% 15 min
Tratamiento 2 1% 2% 10 min Tratamiento 16 2,50% 3% 5min
Tratamiento 3 1% 2% 15 min Tratamiento 17 2,50% 3% 10 min
Tratamiento 4 1% 2,50% 5min Tratamiento 18 2,50% 3% 15 min
Tratamiento 5 1% 2,50% 10 mim Tratamiento 19 5% 2% 5min
Tratamiento 6 1% 2,50% 15 min Tratamiento 20 5% 2% 10 min
Tratamiento 7 1% 3% 5min Tratamiento 21 5% 2% 15 min
Tratamiento 8 1% 3% 10 min Tratamiento 22 5% 2,50% 5min
Tratamiento 9 1% 3% 15 min Tratamiento 23 5% 2,50% 10 mim
Tratamiento 10 2,50% 2% 5min Tratamiento 24 5% 2,50% 15 min
Tratamiento 11 2,50% 2% 10 min Tratamiento 25 5% 3% 5min
Tratamiento 12 2,50% 2% 15 min Tratamiento 26 5% 3% 10 min
Tratamiento 13 2,50% 2,50% 5min Tratamiento 27 5% 3% 15 min
Tratamiento 14 2,50% 2,50% 10 mim

Cuadro B-4: Estructura de los experimentos desarrollados para la evaluacidn de alternativas para
control de la oxidacion in vitro de micro-estacas de agraz (Vaccinium meridionale).

Experimento Factores Niveles

1 Concentracién de acido ascorbico y acido citrico 0, 50, 100, 150y 200 mg*L'1

2 Concentracién de acido ascorbico y acido citrico 0, 200, 250, 300 mg*L'1

3 Concentracién de acido ascorbico y acido citrico 0, 100, 200, 300 mg*L'1

4 Tiempo de inmersién en etanol al 70% 30y 60 segundos.

5 pH del medio Debnath y McRae (2001) 4,4,5,555y6
100, 200, y 300 mg*L™" de L-
cisteina

6 Concentracion de antioxidantes 200, 250y 300 mg*L ™ de
acido citrico y acido
ascorbico

Concentracién de L-cisteina 200, 250y 300 mg*L™

Concentracién de carbdn activado oy4agr:L?t
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Anexo C.

Escala de desarrollo fenoldgicos de

las ramas de agraz (Vaccinium
meridionale Swartz)

Estado
fenoldgico

Escala BBCH

Fotografias

Flujos
vegetativos de
agraz en
brotacion
inicial.
(Estadol)

Flujos de
crecimiento
vegetativo
totalmente
expandidos.
(Estado 2)

Flujos maduros
de crecimiento
vegetativo,
con hojas de
color verde
claro. (Estado
3)

11 (Primeras hojas
desplegadas, las
otras todavia
desplegdndose) a
19 (Primeras hojas
han alcanzado su
tamafio varietal
final)

31 (Empieza a
crecer el brote, ejes
de los brotes se
hacen visibles) a 39
(Brotes con el 90%
de su longitud
varietal)

No aplica.
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Estado
fenolégico

Escala BBCH

Fotografias

Flujos maduros
de crecimiento
vegetativo,
con hojas de
color verde
oscuro.
(Estado 4)
Flujos
maduros de
crecimiento
vegetativo
del ciclo
anterior.
(Estado 5)

Brotes
epicormicos
o chupones
(Estado 6)

No aplica.

No aplica.

No aplica.
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Anexo D. Analisis estadisticos

Anexo I: Andlisis de varianza para datos categdricos sobre la oxidacion in vitro de micro-estacas de agrazalos 8,16 y
24 DDI, tratadas con diferentes procedimientos de desinfeccion a base de suspensiones y soluciones desinfectantes a
base de benomyl e hipoclorito de sodio respectivamente.

Ocho dias

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
NaHCIO 2 2.12 0.3459
Benomyl*NaHCIO 4 11.03 0.0262
Tiempo 2 10.86 0.0044
Benomyl*tiempo 4 18.30 0.0011
NaHCIO*tiempo 4 35.04 <.0001
Benomyl*NaHCIO*tiempo 8 75.52 <.0001
Residual 0

0.1vs 0.05 1 13.05 0.0003

0.1vs 0.01 1 543.87 <.0001

0.05vs 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 dias

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
NaHCIO 2 0.96 0.6198
Benomyl*NaHCIO 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*NaHCIO*tiempo 8 29.82 0.0002
Residual 0

Contraste DF Chi-cuadrado  Pr > ChiSq

0.1vs 0.05 1 13.65 0.0002
0.1vs0.01 1 1102.03 <.0001

0.05vs 0.01 1 444.08 <.0001

0.03 vs 0.025 1 0.42 0.5155

0.03vs 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 dias

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
NaHCIO 2 21.80 <.0001
Benomyl*NaHCIO 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*NaHCIO*tiempo 8 19.10 0.0143

Contraste DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq

0.1vs 0.05 1 2.05 0.1520

0.1vs 0.01 1 256.97 <.0001

0.05vs 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 Il: Probabilidad asociada a los valores de chi cuadrado calculados para los contrastes realizados sobre el nimero
de explantes en diferentes niveles de oxidacion provenientes de flujos de crecimiento vegetativo en distintos estados

fenolégicos.

Est1l
Est 2
Est3
Est4
Est5

Est 6

Estl Est 2 Est3 Est4
1-NS 0,0332 * 0,0107 * 0,6416 NS
1-NS 0,2279 NS 0,4902 NS
1-NS 0,3301 NS

1-NS

Est5
0,3660 NS
0,2220 NS

0,0396 *
0,6679 NS

1-NS

Est6
<0,0001**
0,0458 *
<0,0001 **
0,0055 **
0,0482 *

1-NS

NS- no significante; * Significante; ** Altamente significante
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Anexo llI: Andlisis de Kruskal-Wallis sobre la oxidacion in vitro de micro-estacas de agraz cultivadas in vitro en Ml
bajo suplementacion 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

Al 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: Analisis de Kruskal-Wallis sobre la oxidacion in vitro de micro-estacas de agraz cultivadas in vitro en Mi
bajo suplementaciéon 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-134,93 A B
Omg*L-1 42,93 B

Amg*L-1 46,25

Kruskal-Wallis Test (ANA)

Chi-Square 4.2853

DF 3

Pr > Chi-Square 0.2323

@]

Anexo V: Andlisis de Kruskal-Wallis y prueba de rango muiltiple de Dunn sobre la oxidacidn in vitro de micro-estacas

de agraz cultivadas in vitro en Ml bajo suplementacion 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-124,95 A

4mg*L-1 27,79 A B
1mg*L-1 31,86 A B
Omg*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.
0.1mg*L-1
1mg*L-1
0.01mg*L-1
Omg*L-1

Ranks
22,33 A
27,41 A
35,59 A
37,50

B
B
B

Anexo VI: Diferencias estadisticas entre las tasas de respuesta al cultivo in vitro de micro-estacas de agraz tipo Il

cultivadas en MB suplementado con distintas citoquininas a diferentes concentraciones.

Citoquinina

Ninguna
Zeatina
Zeatina
Zeatina
Zeatina
2-iP
Kinetina
2-iP
Kinetina
2-iP
Kinetina
Kinetina
2-iP

Concentracion

0,0 mg*Lt
2,0 mg*L?
1,0 mg*L?
0,5 mg*L?
4,0 mg*L1
0,5 mg*Lt
4,0 mg*L1
4,0 mg*L1
2,0 mg*L?
1,0 mg*L?
0,5 mg*L!
1,0 mg*L?
2,0 mg*L?

Tasa de
respuesta

1,00
1,25
1,36
1,50
2,50
3,21
3,46
3,75
3,75
4,00
4,09
6,67
8,57

Grupos

a
ab
ab
ab
bc
c
cd
cd
cd
cd
cd
de

e

Anexo VII: Diferencias estadisticas entre las tasas de respuesta en brotacion lateral al cultivo in vitro de micro-estacas

de agraz tipo Il cultivadas en MB suplementado con distintas citoquininas a diferentes concentraciones.

Citoquinina

Ninguna
Zeatina
Zeatina
Zeatina
2-iP
2-iP
Zeatina
2-iP
Kinetina
Kinetina
Kinetina
2-iP

Kinetina

Concentracion

0,0mg*L1
2,0mg*L?
1,0mg*Lt
0,5mg*L?
1,0mg*Lt
0,5mg*L?
4,0mg*L?
4,0mg*L1
4,0mg*L1
2,0mg*L?
0,5mg*L?
2,0mg*L?
1,0mg*Lt

Tasa de
brotacion
lateral

1,00
1,25
1,36
1,50
2,00
2,14
2,50
2,50
3,46
3,75
4,09
6,43
6,67

Grupos

ab
abc
abc
abc
bed
bed
bed
cde
def
def
def
ef



96

4. Bibliografia

Abreu, O. A, Cuellar Cuellar, A. & Prieto, S., 2007. Fitoquimica del género Vaccinium (Ericaceae).
Scielo.

Albany, N. R. y otros, 2004. PROPAGACION ASEXUAL DEL GUAYABO MEDIANTE LA TECNICA DE
ACODO AEREO. Agronomia Tropical, 54(1).

Anon., 2009. Diferentes substratos e ambientes no enraizamento in vitro de mirtilo. Ciéncia Rural,
39(2), pp. 563-566.

Azofeifa, A., 2009. PROBLEMAS DE OXIDACION Y OSCURECIMIENTO DE EXPLANTES CULTIVADOS
IN VITRO. Agronomia mesoamericana, 20(1), pp. 153-175.

Barney, D. L., Lopez, O. A. & King, E., 2007. Micropropagation of Cascade Huckleberry, Mountain
Huckleberry, and Oval-leaf Bilberry Using Woody Plant Medium and Murashige and Skoog
Medium Formulations. HortTechnology, Volume 17, pp. 279-401.

Berazain, R., 1989. Nuevos taxa del genero Vaccinium L. en las antillas. Jard. Bot, 10(3), pp. 213-
227.

Billings, S. G., Chin, C. K. & Jelenkovic, G., 1988. Regeneration of bluberry plantlets from leaf
segments. Hortscience, Volumen 23, pp. 763-766.

Brissette, L., Tremblay, L. & Lord, D., 1990. Micropropagation of Lowbush Blueberry from Mature
Field-grown plants. Hortscience, 25(3), pp. 349-351.

Callow, P., Haghighi, K., Giroux, M. & Handcock, J., 1989. In vitro shoot regenration on leaf tissue
from mipropagated highbush bluberry.. Hortscience, Volumen 24, pp. 373-375.

Cao, X. & Hammerschlang, F. A., 2002. A two step pretratament significantly enhances shoots
organogenesis from leaf explants of highbush blueberry cv. Bluecrop. Hortscience, 37(5), pp. 818-
820.

Cardozo, R.H., S.L. Cérdoba, J.D. Gonzélez, J.R. Guzman, H.O. Lancheros, L.I. Mesa, R.A. Pacheco,
B.A. Pérez, F.A. Ramos, M.E. Torres, and P.T. Zaiiga. 2009. Agracejo. pp. 69-79. In: Guzman, J.R.,
S.L. Cordoba, P.T. Zuiiiga, M.E. Torres, B.A. Pérez, L.I. Mesa, R.A. Pacheco, and C. Cérdoba (eds.).
Especies utiles de la regién Andina de Colombia. Vol. I. Jardin Botanico de Bogotd José Celestino
Mutis. Bogota.



97

Castillo, A., 2005.
http://www.inia.uy/Publicaciones/Documentos%20compartidos/111219220807102417.pdf. [En
linea] Available at:
http://www.inia.uy/Publicaciones/Documentos%20compartidos/111219220807102417.pdf
[Ultimo acceso: 2016].

Castrillon, J. C., Carvajal, E., Ligarreto, G. A. & Magnitskiy, S., 2008. El efecto de auxinas sobre el
enraizamiento de las estacas de agraz (Vaccinium meridionale Swartz) en diferentes sustratos.
Agronomia Colombiana, 26(1), pp. 16-22.

Castro, C., Olarte, Y., Rache, L. & Pacheco, J., 2012. Development of a germination protocol for
blueberry. Agronomia Colombiana, 30(2), pp. 196-203.

Castro-Restrepo, Dagoberto & Alvarez-Guzman, J. A.. 2013. “Micropropagacion Clonal De Tres
Genotipos Mortifio, Vaccinium Meridionale Sw., Por Yemas Axilares.” Actualidades Biologicas
35(99):135-44.

Centro de Excelencia Fitosanitaria, 2006 A. Boletin informativo N° 9; Distribucion del agraz o
mortifio (Vaccinium spp.) en Antioquia. Bogota: Instituto Colombiano Agropecuario..

Centro de Excelencia Fitosanitaria, 2006 B. Boletin Informativo N° 11: COLOMBIA PODRA
EXPORTAR ARANDANO (" BLUEBERRY ") Y AGRAZ HACIA LOS EE.UU. Bogota: Instituto Colombiano
Agropecuario ICA.

Chamorro Garcia, F. J., 2015. Importancia de las castas de Bombus hortulanus en la polinizacion
del frutal silvestre Vaccinium meridionale. Bogota: Universidad Nacional de Colombia.

Chaparro, M. L. & Becerra, N., 1995. Anatomia del fruto del "Agraz" Vaccinium meridionale
Swartz. Acta Biologica Colombiana, Volumen 9, pp. 159-172.

Chaparro, M. & Ramirez, F., 1993. Notas sobre la morfologia, la anatomia, y la germinacién de
agraz (Vaccinium meridionale Swartz). Agronomia Colombiana, 10(3), pp. 151-159.

Coperative extension, 1992. Plant selection and propagation. En: M. P. Pritts, J. F. Hancock & B.
Strik, edits. Highbush blueberry production guide. Ithaca, New York: Coperative extension;
Northeast Regional Agricultural Engineering Service, pp. 22-33.

Corantioquia, 2009. Conozcamos y usemos el mortifo, 3° edicidn, ed. Medellin: Corantioquia.

Couto da Silva, L. y otros, 2008. Tipo de ramo e efeito do acido indal acético (AIA) no
estabelecimento in vitro de trés cultivares de mirtilo. Ciéncia Rural, 32(2), pp. 522-525.



98

Cruz, M. y otros, 2002. Evaluacion del efecto del complejo carbendazim-B-ciclodextrina para el
control de hongos filamentosos contaminantes del cultivo in vitro de plantas. Biotecnologia
vegetal, 2(2), pp. 73-76.

Da Silva Costa, F. H. y otros, 2009. Anatomic modifications of micropropagated banana plants in
response to ex vitro. Ciéncia Rural,, 39(2), pp. 386-392.

Damiani, C. R. & Schuch, M. W., s.f. Enraizamento in vitro de mirtilo em condicdes
fotoautotréficas. Ciéncia Rural,, Volumen Online.

Davey, M. R. & Anthony, P. edits., 2010. Plant Cell Culture; essential methods. First edition ed.
Oxford: Wely-Blackwell.

Debnath, S. C., 2005. A two-step procedure for adventitious shoot regeneration from in vitro-
derived lingoberry leaves: Shoot induction with TDZ and shoot elongation using zaetin.
hortscience, 40(1), pp. 189-193.

Debnath, S. C., 2005. EFFECTS OF CARBON SOURCE AND CONCENTRATION ON DEVELOPMENT OF
LINGONBERRY (VACCINIUM VITIS-IDAEA L.) SHOOTS CULTIVATED IN VITRO FROM NODAL
EXPLANTS. In Vitro Cell. Dev. Biol. —Plant, Volumen 41, pp. 145-150.

Debnath, S. C., 2007. A two-step procedure for in vitro multiplication of cloudberry (Rubus
chameamorus L.) shoot using bioreactor. Plant Cell Tiss Organ Cult, Volumen 88, pp. 185-191.

Debnath, S. C., 2007. An assessment of the genetic diversity within a collection of wild cranberry
(Vaccinium macrocarpon Ait.) clones with RAPD-PCR. Genetic Resources and Crop Evolution,
Volumen 54, pp. 509-517.

Debnath, S. C., 2007. Influence of indole-3-butyric acid and propagation method on growth and
development of in vitro- and ex vitro-derived lowbush blueberry plants. Plant Growth Regulation.

Debnath, S. C., 2008. Developing a scale-up system for the in vitro multiplication of thidiazuron-
induced strawberry shoots using a bioreactor. Can. J. Plant Sci, pp. 737-746.

Debnath, S. C., 2008. Zeatin-induced one-step in vitro cloning affects the vegetative growth of
cranberry (Vaccinium macrocarpon Ait.) micropropagules over stem cuttings. Plant Cell Tiss
Organ Cult, Volumen 93, pp. 231-240.

Debnath, S. C., 2009. A two-step procedure for adventitious shoot regeneration on excised leaves
of lowbush bluberry. In vitro cell.



99

Debnath, S. C. & Mc Rae, K. B., 2001. AN EFFICIENT IN VITRO SHOOT PROPAGATION OF
CRANBERRY (VACCINIUM MACROCARPON AIT.) BY AXILLARY BUD PROLIFERATION. In vitro cell,
Volumen 37, pp. 243-249.

Debnath, S. C. & McRae, K. B., 2002. An efficient adventitious shoot regeneration system on
excised leaves of micropropagated lingonberry (Vaccinium vitis-idea L.). J. Hort. Sci. Biotechnol,
Volumen 77, pp. 744-752.

Debnath, S. C. & McRae, K. B. A., 2009. A One-Step In Vitro Cloning Procedure for Cranberry
(Vaccinium macrocarpon Ait.). Small Fruits Review, 4(3), pp. 57-75.

Deroles, S., Smith, M. A. L. & Lee, C., 2002. Factors affecting transformation of cell cultures from
three dicotyledonous pigment-producing species using microprojectile bombardment. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, Volumen 70, pp. 69-76.

Fang, Y., Smith, M. A. L. & Pepin, M. F., 1999. EFFECTS OF EXOGENOUS METHYL JASMONATE IN
ELICITED ANTHOCYANIN PRODUCING. In Vitro Cell. Dev. Biol.--Plant, Volumen 35, pp. 106-113.

Fang, Y., Smith, M. A. & Pepin, M. F., 1998. Benzyl adenine restores anthocyanin pigmentation in
suspension cultures of wild Vaccinium pahalae. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Volumen 54,
pp. 113-122.

Faostat, 2016. Faostat. [En linea]
Available at: http://faostat3.fao.org/browse/Q/*/S
[Ultimo acceso: 18 Septiembre 2016].

Garcia Rubio, J. C., Garcia Gonzales De Lena, G. & Ciorda Ara, M., 2013. Situacién actual del
cultivo del ardndano en el mundo. Tecnologia Agrolimentaria; Boletin informativo del Serida,
12(12), pp. 5-8.

George, E. F., 2008. The Components of Plant Tissue Culture Media |: Macro- and Micro-
Nutrients. En: Plant Propagation by Tissue Culture. s.l.:Springer, pp. 65-113.

George, E. F., 2008. The Components of Plant Tissue Culture Media |l:Organic Additions, Osmotic
and pH Effects, and Support Systems. En: Plant Propagation by Tissue Culture. s.l.:Springer, pp.
115-173.

George, E. F., Hall, M. A. & De KlerK, G.-J., 2008. Stok plant physiological factors affecting growth
and morphogenesis. En: E. F. George, M. A. Hall & G. De KlerK, edits. Plant propagation by tissue
culture. Dordrecht: Springer, pp. 403-422.

Gdémez Valencia, A., 2011. Mortifo es oro que florece silvestre. El Colombio, 22 11, p. 1.



100

Gonzalez, M. V., Lépez, M., Valdes, A. E. & Rodas, J. R., 2000. Micropropagation of three berry
fruit species using nodal segments from fieldgrown. Ann. appl. Biol, Volumen 137, pp. 073-078.

Gough, R. E., 1993. The highbush blueberry and its management. s.l..CRC press.

Guzman-C, Jaime Roberto. 2005. Propagacidn in vitro de especies pertenecientes a las familias
Rosaceae (Hesperomeles goudotiana y Rubus glaucus), Ericaceae (Macleania rupestris y
Vaccinium meridionale) y Cactaceae (Opuntia ficus indica). Informe técnico inédito. Jardin
Botanico José Celestino Mutis - Subdireccidn Cientifica. Bogota.93 p.

Habiba, U. y otros, 2002. Endogenous Bacterial Contamination During In vitro Culture of Table
Banana : Identification and Prevention. Plant Tissue Cult, 12(2), pp. 117-124.

Hancock, J. F. Penhallegon, R. Shulte, N. y Spiers, J. 1992. Plant selection and propagation en:
Pritts, M. P. Hancock, J. F y Strik, B. editors Highbush blueberry production guide. Oregon State
University, Department of Extension and Experiment Station Communication, Ithaca NY: NRAES
55 pp. 22-33.

Helperin, W., 1986. Attainment and retention of morphogenetics capacity in vitro. En: I. K. Vasil,
ed. Cell culture and somatic cell genetics of plants. s.l.:Academic press, pp. 3-37.

Henao, A., 1991. Cultivo De Tejidos. Medellin: Universidad Nacional de Colombiana.

Herndndez, M. |. y otros, 2009. Comportamiento de la germinacidn y categorizacion de la latencia
en semillas de mortifio (Vaccinium meridionale Swartz). Agronomia Colombiana, 27(1), pp. 15-23.

Hernandez, M. |. Lobo Arias, M. Medina Cano, C. |. Cartegena Valenzuela, J. R., 2012. Andean
blueberry (Vaccinium meridionale Swartz) seed storage behaviour characterization under low
temperature conservation. Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin 65(2): 6627- 6635

Hoyos-G, S. E., 2006. El Mortifio. Medellin: Corporacién Fragmento.

ILSI, 2009. Perspectives on ILSI’s international activities on functional foods. Report commissioned
by the ILSI Europe functional foods task force, s.l.: ILSI.

Jaakola, L., Tolvanen, A, Laine, K. & Hohtola, A., 2001. Effect of N6-isopentenyladenine
concentration on growth initiation in vitro and rooting of bilberry and lingonberry microshoots.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Volumen 66, pp. 73-77.

Jiang, Y. Q. y otros, 2009. Influences of media and cytokinins on shoot ploriferation of '‘Brightwell'
and 'Choice' bluberries in vitro. Acta horticulture, 810(4), pp. 581-586.



101

Jiang, Y. Q. y otros, 2009. Influences of media and cytokinins on shoots ploriferation of "
Brightwell" and "Choice" blueberries in vitro. Acta Horticulture, Volumen 810, pp. 581-586.

Jones Castro, F. & Flores Mora, D., 2007. Establecimiento in vitro y pruebas preliminares de
micropropagacion en medio semisdlido y liquido de frambuesa (Rubus idaeus L.).. Tecnologia en
Marcha., 20(3).

Krzewinska,D.a.n.u.t.a., 2004. THE BENEFITS OF Vaccinium SPECIES IN ECOLOGICAL
PRODUCTION. Journal of Fruit and Ornamental Plant Research, Volumen 12, pp. 49-61.

Kawamura, K. & Takeda, H., 2006. Cost and probability of flowering at the shoot level in relation
to variability in shoot size within the crown of Vaccinium hirtum. New Phitologist, 171(doi:
10.1111/j.1469-8137.2006.01737.x), pp. 69-80.

Krikorian, A. D., 1991. Medio de cultivo: Generalidades, composicidn y preparacion. En: W. M.
Roca & L. A. Mroginski, edits. Cultivo de tejidos en la agricultura: Fundamentos y aplicaciones.
Cali: CIAT Centro Internacional de Agricultura Tropical.

Kumar, V., Naidu, M. M. & Ravishankar, G. A., 2006. Developments in coffee biotechnology—in
vitro plant propagation and crop improvement. Plant Cell Tiss Organ Cult, Volumen 87, pp. 49-65.

Ligarreto, G.A., C.l. Medina, M.L. Arias, L.J. Martinez, H. Corredor, J.D. Mufioz y P. Patifio. 2006.
Zonificacién de las especies de agraz (Vaccinium spp.) y una aproximacién de su manejo
agrondmico como cultivos promisorios para la zona alto andina colombiana. Segundo informe de
actividades. Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota. 26 p.

Ligarreto, G. 2009. Descripcion del genero Vaccinium, estudio de caso: agraz o mortino
(Vaccinium meridionale swartz). En, Ligarreto, G. A. editor, Perspectivas del cultivo de agraz o
mortino. (Vaccinium meridionale Swartz) en la zona altoandina de Colombia. Universidad
Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia. Bogota, DC.

Ligarreto, G.A., A. Montafia, J.D. Mufoz, L. Matallana y M. Perea. 2010. Agraz (Vaccinium sp.).
En: Perea, M., L. Matallana y A. Tirado (eds.). Biotecnologia aplicada al mejoramiento de los
cultivos de frutales tropicales. Facultad de Ciencias, Bogota: Universidad Nacional de Colombia,

Ligarreto, G. A., Patifio, M. d. P. & Magnitskiy, S., 2011. Phenotypic plasticity of Vaccinium
meridionale (Ericaceae) in wild. Biologia Tropical, 59(2), pp. 569-583.

Ligarreto, G. A. 2011. Agraz (Vaccinium meridionale Swartz) Algunas practicas de cultivo y
poscosecha. Ed Bogota: Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, Centro
Editorial.



102

Ligarreto, G. A. Torres Aponte, W. S & Ariza Castillo, C. A., 2013. Propagation of the neotropical
fruit Vaccinium meridionale Swartz by air layering. Agronomia Colombiana, Volumen 31(2), pp
169-175.

Litwincsuk, W. & Wadas, M., 2008. Auxin-dependent development and habituation of highbush
blueberry (Vaccinium X covilleanum But. et Pl.) ‘Herbert’ in vitro shoot cultures. Scientia
Horticulturae, Volumen 119, pp. 41-48.

Litwinczuk, W. & Wadas, M., 2008. Auxin-dependent development and habituation of highbush
blueberry (Vaccinium X covilleanum But. et Pl.) ‘Herbert’ in vitro shoot cultures. Scientia
Horticulturae, Volumen 119, pp. 41-48.

Loaiza Jarramillo, E. F. & Alzate Gémez, D. A. 2011 Micropropagacién clonal de mortifio
(Vaccinium meridionale swartz) a partir de plantas madre libres de patogenos, trabajo de grado,
Universidad Catolica de Oriente.

Madriz, J. P., 1999. Vaccinium: Especies silvestres neotropicales, prespectivas para la
domesticacion de nuevos frutales drbustivos, en los bosques montanos del neotrdpico.. San Jose
de Costa Rica, s.n., p. 295.

Magnitskiy, S. & Ligarreto, G. A., 2007. El efecto del nitrato de potasio, del acido giberélico y del
acido indolacético sobre la germinacién de semillas de agraz (Vaccinium meridionale Swartz).
Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, 1(2), pp. 137-141.

Magnitskiy, S. & Ligarreto, G. A., 2009. “Plantas de Agraz O Mortifio (Vaccinium Meridionale
Swartz): Potencial de Propagacién Sexual.” Pp. 75-91 in Prespectivas del cultivo de agraz o mortifio
(Vaccinium meridionales Swartz) en la zona altoandina Colombiana, edited by G. A. Ligarreto.
Bogotd: Universidad Nacional de Colombia.

Marcotrigiano, M., McGlew, S. E. & Chawla, G. H. y. B., 1996. Shoot regeneration from tissue-
cultured leaves of the American cranberry (Vaccinium macrocarpon). Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, Volumen 44, pp. 195-199.

Marks, T. R. & Simpson, S. E., s.f. Effect of irradiance on shoot development in vitro. Plant Growth
Regulation, 28(133-142).

Martinez, M., Plata Tamayo, M. & Hopp, H., 2007. Identificacion molecular de patrones genéticos
en distintas muestras de ardndano (vaccinium sp.). Ria, 36(2), pp. 3-15.

McCown, B. H., 2000. Special symposium: in vitro recalcitrance of woody and herbaceous
perennial plants: dealing with genetic predeterminism. In vitro Cell, Volumen 36, pp. 149-154.



103

McCown, D. D. & McCown, B. H., 1987. North american hardwoods. En: J. M. Bonga & D. J.
Durzan, edits. Tissue culture in forestry. Dordrecht, Netherlands: Martinus Nijhoff Publishers, pp.
721-722.

Medina Cano, C. |. & Lobo Arias, M., 2004. Informe final técnico del proyecto "Colecta,
conservacion y caracterizacion de diversas poblaciones de Vaccinium meridionale (Mortifio),
presentes en los bosques alto-andinos de la jurisdiccion de Corantioquia para promover su
utilizacion Fase 1", Rionegro, Antioquia, Colombia: Corpoica.

Medina, C. I., Vargas, M., Lobo, M. & Lazaro Toro, J., 2009. La propagacién sexual del mortifio
(Vaccinium meridionale Swartz).

Medina Cano, C. |., Lobo Arias, M. Castafio Colorado, A. A. & Cardona, L. E., 2015. Analisis del
desarrollo de plantas de mortifio (Vaccinium meridionale Swartz) bajo dos sistemas de
propagacion: Clonal y Sexual. Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu. volumen 16(1), pp 65-77

Meiners, J., Schwab, M. & Szankowski, 1., 2007. Efficient in vitro regeneration systems for
Vaccinium species. Plant Cell Tiss Organ Cult, Volumen 89, pp. 169-176.

Meyer, J. E., Pe’pin, M. F. & Smith, M. A., 2002. Anthocyanin production from Vaccinium
pahalae:limitations of the physical microenvironment. Journal of Biotechnology, Volumen 93, pp.
45-57.

Miyashita, C., Ishikawa, S. & Mii, M., 2009. In vitro induction of the amphiploid in interspecific
hybrid of blueberry (Vaccinium corymbosum x Vaccinium ashei) with colchicine treatment.
Scientia Horticulturae, Volumen 122, pp. 375-379.

Mohan Jain, S. & Ochatt, S. J. editores., 2010. Protocols for in vitro propagation of ornamental
plants. First edition ed. London: Humana Pres.

Montafia Lara A., 2004 Regeneracion de plantas de agraz (Vaccinium meridionale SW) a partir de
segmentos nodales, mediante sistemas in vitro. Trabajo de grado biologia. Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia.

Moreno, N. H., Alvarez Herrera, J. G., Balaguera Lopéz, H. E. & Fischer, G., 2009. Propagacién
asexual de uchuva (Physialis peruviana L.) en diferentes sustratos a distintos niveles de auxina.
Agronomia Colombiana, 27(3), pp. 341-348.

Mroginski, L. A. & Roca, W. M., 1993. Establecimiento de cultivo de tejidos vegetales in vitro. En:
L. A. Mroginski & W. M. Roca, edits. Cultivo de tejidos en la agricultura fundamentos y
aplicaciones. Cali: CIAT, pp. 18-40.



104

Murashige, T. & Skoog, F. K., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures.. Physiol Plant, 15(3), pp. 473-497.

Nolan, K. E. & Rose, R. J., 2010. Plant regeneration - Somatic embryogenesis. En: M. R. Davey & P.
Anthony, edits. Plant cell culture essential methods. West Sussex: Wiley - Blackwell, pp. 39-59.

Ocampo, F. & Nufiez, V. M., 2007. Propagacion in vitro de Psidium guajava mediante
organogenesis directa a partir de segmentos nodales. Corpoica-ciencia y tegnologia agropecuaria,
1(8), pp. 22-27.

Ostrolucka, M. G. y otros, 2010. EFFECT OF MEDIUM PH ON AXILLARY SHOOT PROLIFERATION OF
SELECTED VACCINIUM VITIS-IDAEA L. CULTIVARS. ACTA BIOLOGICA CRACOVIENSIA Series
Botanica, 52(2), pp. 92-96.

Ostrolucka, M. G., Libiakova, G., OndruRkov3, E. & GajdofRova, A., 2004. In vitro propagation of
Vaccinium species. Acta Universitatis Latviensis, Biology, 676(1), pp. 207-212.

Pereira, M. J., 2006. CONSERVATION OF VACCINIUM CYLINDRACEUM SMITH (ERICACEAE) BY
MICROPROPAGATION USING SEEDLING NODAL EXPLANTS. In vitro Cell, Volumen 42, pp. 65-68.

Pérez, M. |. H., Arias, M. L., Cano, C. I. M. & Valenzuela, J. R. C., 2012. Andean Blueberry
(Vaccinium meridionale Swartz) Seed Storage Behaviour Characterization Under Low
Temperature Conservation. Revista Facultad Nacional de Agronomia Medellin, 65(2), pp. 6627-
6635.

Pollack, Susan y Perez, Agnes. 2009 "Fruts and nuts outlook. U.S. Departament of Agriculture,
Economic Research Servicie. November 24.
<www.ers.usda.gov/publications/fts/2009/11nov/fts340.pdf>

Pratta, G., Zorzoli, R. & Picardi, L. A., 1997. Intra and interspecific variabilty of in vitro culture
response in Licopersicom (Tomatoes). Revista brasilera de genetica, 20(1), pp. 75-78.

Preece, J., 2008. Stock Plant Physiological Factors Affecting Growth and Morphogenesis. En: E. F.
George, M. A. Hall & G. D. Klerk, edits. Plant propagation by tissue culture. 3 ed. s.l.:s.n., pp. 403-
423.

Qu, L., Polashock, J. & Vorsa, N., 2000. A high efficient in vitro cranberry regeneration system
using leaf explants. HortScience, Volumen 35, pp. 948-952.

Quintero Garcia, O. D. 2007. Macro y micro-propagacion de especies del bosque altoandino.
Informe final de actividades contrato 7338 de 2007. Programa de conocimiento y mejoramiento
de los recursos naturales; Proyecto manejo y conservacion de la flora, CorAntioquia.



105

Rache Cardenal, L. Y. & Pacheco Maldonado, J. C., 2010. Propagacioén in vitro de plantas adultas
de Vaccinium meridionale (Ericaceae). Acta bot. bras., 24(4), pp. 1086-1095.

Ramirez Ospina, G. L., 2011. Estados Unidos le abre sus puertas al agraz. EL Colombiano.

Reed, B. M. & Abdelnour-Esquivel, A., 1991. The Use of Zeatin to Initiate in Vitro of Vaccinium
species and cultivars. Hortscience, 26(10), pp. 1320-1322.

Ristow, N. C. y otros, 2009. CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MIRTILO A PARTIR DE MUDAS
MICROPROPAGADAS. Revista Brasilera de fruticultura, Marzo, 31(1), pp. 210-215.

Roca, W. M. & Mroginski, L. A. edits., 1991. Cultivo de tejidos en la agricultura, Fundamentos y
aplicaciones. 1 ed. Cali: CIAT.

Ross, S. & Castillo, A., 2009. Mass propagation of Vaccimium corymbosum in bioreactors.
Agrociencia, 13(2), pp. 1-8.

Rowland, L. J. & Odgen, E. I., 1992. Use of a cytokinin conjugate for efficient shoot regenration
from leaf sections of highbush blueberry. HortScience, Volumen 27, pp. 1127-1129.

Salinas, N. R. & Julio, B., 2007. NOVEDADES TAXONOMICAS DE LAS ERICACEAS DEL
SUROCCIDENTE DE COLOMBIA. Caldasia, Julio.29(1).

Sanchez-Cuevas, M. C. & Salaverria, J. L., 2004. Control de la oxidacién y la contaminacion in vitro
de fresa (Fragaria x ananassa Duth.). Revista UDO Agricola, 4(1), pp. 21-26.

Sierra Escobar, J. A. y otros, 2005. PLANTAS SILVESTRES CON POTENCIALIDAD ORNAMENTAL DE
LOS BOSQUES MONTANO BAJOS DEL ORIENTE ANTIOQUERNO, COLOMBIA. Fac.Nal.Agr, 58(1), pp.
2651-2663.

Skirvin, R. M. y otros, 1999. WORKSHOP ON MICROPROPAGATION ESTABLISHMENT OF
CONTAMINANT-FREE PERENNIAL PLANTS IN VITRO. pp. 278-280.

Tabares, Fernel. 2004. Protocolo de propagacién in vitro de la especie promisoria Vaccinium
meridionale (Ericaceae). Informe técnico inédito. Jardin Botanico José Celestino Mutis —
Subdireccidn Cientifica. Bogota. 155 p.

Tetsumura, T. y otros, 2008. Evaluation of basal media for micropropagation of four highbush
blueberry cultivars. Scientia Horticulturae, Volumen 119, pp. 72-74.

Torres, K. C., 1989. Tissue culture techniques for horticultural crops. New York: Van Nostrand
Reinhold.



106

Trujillo, D., 2009. Cultivo in vitro de mortifio. Quito: s.n.

Vallejo, D.A. 2000. Fomento al mortifio (Vaccinium meridionale Sw): como especie promisoria del
Parque Regional Arvi. Medellin: CORANTIOQUIA.

Vargas, T. E. & De Garcia, E., 1995. Propagacion in vitro de Cala Blanca Spathiphyllum sp.
Agronomia Tropical, 47(2), pp. 171-183.

Vasil, I. K., 1986. Plant regeneration and genetic variability Volume 3. Orlando, Florida : Academic
press.

Villalobos A, V. M. & Thorpe, T. A., 1991. Micropropagacién: Conceptos, metodologia, y
resultados. En: W. M. Roca & L. A. Mroginski, edits. Cultivo de tejidos en la agricultura:
Fundamentos y Aplicaciones. Cali: CIAT Centro Internacional de Agricultura Tropical, pp. 127-141.

Wu, J.-H., Miller, S. A., Hall, H. K. & Mooney, P., 2009. Factors affecting the efficiency of
micropropagation from lateral buds and shoot tips of Rubus. Volumen 99, pp. 17-25.



