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1. Titulo
Induccion de organogenesis in vitro de explantes multinodales de ardndano (Vaccinium

corymbosum L.) cv. Biloxi



2. Resumen

El ardndano (Vaccinium corymbosum L.) es una fruta rica en nutrientes, destacando por
su contenido de vitaminas, minerales y antioxidantes los cuales son beneficiosos para la salud.
Sin embargo, en el pais existe un desabastecimiento de plantulas de ardndano en el mercado
para satisfacer las necesidades del incremento de las areas productivas de esta especie en
particular, es por ello que, con el fin de satisfacer la creciente demanda de plantulas de ardndano,
se recomienda la micropropagacién como el enfoque méas apropiado para disponer de altos
volumenes de material y asi satisfacer la demanda de los productores y la siembra a gran escala.
Por esta razon en el presente estudio se evalud el efecto del medio de cultivo y de distintas
concentraciones de citoquininas y auxinas sobre el desarrollo organogénico de explantes
multidonales de arandano. El propdsito fue encontrar una combinacion y concentraciones
adecuadas de reguladores de crecimiento para optimizar el enraizamiento y la brotacién de
explantes de arandano. Para ello se utilizO explantes jovenes de la variedad biloxi,
posteriormente fueron sembrados en el medio de cultivo MS y WPM con la adicion de
reguladores de crecimiento citoquininas (BAP, 2ip) (2,5 mg) y auxinas (ANA, AIB) (1 mg),
durante un periodo de 60 dias después de la siembra se evalu variables como longitud del
brote, nimero de nudos, indice de multiplicacion, brotacion de explantes, brotacion de callos,
longitud de la raiz. Se concluye que ninguno de los tratamientos evaluados logré inducir el
enraizamiento de los explantes. Sin embargo, ambos los medios de cultivo demostraron ser
efectivos para la induccion de brotes. Esto resalta la importancia de optimizar las
concentraciones de reguladores de crecimiento como un paso clave para mejorar los protocolos

de micropropagacion.

Palabras clave: Reguladores de crecimiento, medio de cultivo, organogénesis, in vitro,

multinodales



Abstract

The blueberry (Vaccinium corymbosum L.) is a nutrient-rich fruit, renowned for its high
content of vitamins, minerals, and antioxidants that offer significant health benefits. However,
there is currently a shortage of blueberry seedlings in the country to meet the growing demand
for expanding production areas of this species.To address this need, micropropagation is
recommended as the most appropriate approach to produce high volumes of planting material
and fulfil the requirements of producers for large-scale cultivation. In this study, the effect of
culture media and different concentrations of cytokinins and auxins on the organogenic
development of multinodal blueberry explants was evaluated. The objective was to identify
suitable combinations and concentrations of growth regulators to optimize rooting and shoot
formation in blueberry explants. Young explants of the Biloxi variety were used and cultured
in MS and WPM media, with the addition of cytokinins (BAP, 2ip) (2.5 mg) and auxins (NAA,
IBA) (1 mg). After 60 days of cultivation, variables such as shoot length, number of nodes,
multiplication index, shoot induction, callus formation, and root length were assessed. It was
concluded that none of the evaluated treatments successfully induced rooting in the explants.
However, both culture media proved effective in inducing shoot formation. This underscores
the importance of optimizing growth regulator concentrations as a key step to improving
micropropagation protocols.

Keywords: Growth regulators, culture media, organogenesis, in vitro, multinodal

explants.



3. Introduccion

El ardndano (Vaccinium corymbosum L.) representa una de las frutas méas nutritivas
del mundo, son una fuente de minerales, vitaminas y antioxidantes, proviene de América del
Norte, en estos ultimos afios ha logrado popularizarse debido a sus beneficios para la salud
(Zahra et al., 2023). EI comienzo del mercado de exportacion de arandano en el pais se marco
con una exportacion a Espafia en el afio 2021, para el afio 2022 las exportaciones alcanzaron
los 1.242 millones siendo Paises bajos como el principal destino, para el afio 2023 mas de 4
paises se unieron a los destinos de exportacion de arandanos ademas de Esparia, Estados Unidos
y Singapur, gracias a estos destinos de exportacion el pais se ha consolidado como un
representante de produccion de arandano de alta calidad (Ramon-Alarcon et al., 2024).

En Ecuador segun los datos del Ministerio de Agriculturay Ganaderia (MAG), el cultivo
de arédndano tuvo su inicio en el afio 2015, en varias provincias como, Pichincha, Loja, Azuay,
Cotopaxi, Imbabura, Tungurahua alcanzando un éarea aproximadamente de 50 hectareas
distribuidas en estas provincias. La produccion en el afio 2021 alcanzé las 750 toneladas,
mientras que en el 2022 tuvo un avance significativo cuando la empresa Hortifrut realizé la
primera exportacion de arandanos, enviando 5 toneladas a Paises Bajos desde el cantdn
Zapotillo de la provincia de Loja (MAG, 2022).

Sin embargo, hay un desabastecimiento de plantulas de arandano en el mercado por su
creciente demanda, para tratar de satisfacer la demanda de plantulas de ardndano, se ve como
alternativa la micropropagacion como el rumbo mas propicio para tener volimenes grandes de
material de siembra elite que ayude a satisfacer la demanda que presenta el ardndano. En la
actualidad existe informacion bien documentada sobre la micropropagacion de este género
especialmente de la especie V. corymbosum, no obstante, la habilidad que tienen algunas
especies de regeneracion in vitro va a depender del genotipo por lo que es necesario hacer o

potenciar varias modificaciones al protocolo (Jiménez-Bonilla y Abdelnour-Esquivel, 2018).

Para potenciar o mejorar el protocolo para el incremento de plantulas o clones con alto
indices de productividad, se ha visto la necesidad de usar reguladores de crecimiento pues estos
son compuestos que son sintetizados quimicamente o que se obtienen de otros organismos y
son mas potentes que los analogos naturales, pero debe tenerse en cuenta la concentracion y
combinacion pues los reguladores de crecimiento no acttan de igual forma en todas las plantas,

estos mismos se han convertido capaces de controlar el desarrollo y actividad bioquimica de las



plantas, por lo que su aplicacion se aumentado en los Ultimos afios en los cultivos in vitro
(Alcantara et al., 2019).

Es asi como, los reguladores de crecimiento como las auxinas, son capaces de controlar
diversos procesos vegetales, proceden principalmente a nivel celular influyendo la elongacion,
diferenciacion y division celular, ademas es considerada un tipo de morfégeno que es capaz de
inducir diferenciacion en las hojas, raices y tallos, de la misma forma dar iniciacion a ellos. Del
mismo modo, reguladores de crecimiento como las citoquininas poseen la capacidad e inciden
y estimulan una division y proliferacion celular, permitiendo estimular el desarrollo
fotomorfogénico vegetal y potencia la regeneracion y aumento del desarrollo de brotes a nivel
vegetal. Una concentracién adecuada de reguladores de crecimiento como las auxinas y
citoguininas para el enraizamiento y brotacion respectivamente, acelera y mejora el desarrollo

vegetal en cultivos in vitro (Alcantara et al., 2019).

La falta de investigacion sobre concentraciones de aplicaciones de reguladores de
crecimiento en protocolos de micropropagacion de arandano como las auxinas y citoguininas,
impiden la produccion del material vegetal de alta calidad para compensar la demanda que
requiere el mercado. En consecuencia, se origina la necesidad de investigar concentraciones
apropiadas de reguladores de crecimiento que ayuden al desarrollo propicio de brotes y raices
en plantas in vitro de arandano, para que sean accesibles para los productores del pais
permitiendo reducir costos sin poner en riesgo su calidad. Razén por lo cual la presente
investigacion pretende obtener una combinacién 6ptima de ambos reguladores de crecimiento
en un entorno de cultivo estable que podria mejorar significativamente su desarrollo vegetal,
permitiendo potenciar protocolos de micropropagacion existentes para el desarrollo a gran
escala de plantulas de arandano y asi fomentar la diversificacion de las actividades agricolas a

nivel nacional.



3.1. Objetivo general
e Evaluar el efecto del medio de cultivo y de distintas dosis de citoquininas y auxinas
sobre el desarrollo organogénico de explantes multinodales de arandano (Vaccinium

corymbosum L.).

3.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto del medio de cultivo sobre la brotacion y enraizamiento en
explantes de ardndano (Vaccinium corymbosum L.) en condiciones in vitro.

e Analizar el tipo de concentracion y hormonas que influyan positivamente en la
brotacion y enraizamiento de explantes de ardndano (Vaccinium corymbosum L.) en

condiciones in vitro.



4. Marco teérico

4.1. Generalidades del ardndano

Las plantas pertenecientes a la familia Ericaceae del género Vaccinium son arbustos de
tipo perenne las cuales cuentan con 450 especies aproximadamente, distribuidas en América
del norte, América central, Europa, Africa central, Japon y Asia (Hurkovaa et al., 2019). En los
Andes de América del Sur se encuentran distribuidas especies silvestres, mientras que en el

hemisferio norte se encuentran algunas especies cultivadas (Gonzalez et al., 2017).

Las condiciones edafoclimaticas en la que crece y se desarrolla el arandano es entre
1500 — 4700 m.s.n.m, con temperaturas que oscilan entre 3 y 7 °C, con suelos acidos con un
pH entre 4 y 5, arenosos, franco arenosos o arcillosos, ademés de la presencia de
microorganismos benéficos (Ormazébal et al., 2020).

En los Gltimos 10 afios ha incrementado la demanda de estos frutos en el mercado,
debido a que las bayas son consideradas como productos naturales las cuales tienen muchos

beneficios para la salud (Romero, 2016).

Debido a las propiedades antioxidantes y su resistencia a condiciones climaticas
desfavorables el arandano es considerado como la cuarta fruta con gran importancia econémica
a nivel mundial después del kiwi y el mango (Vargas et al., 2018). Ademas, Estados Unidos,
como el mayor productor y consumidor de aradndanos en el mundo, contribuye
significativamente a esta posicion con una produccion anual de méas de 300 mil toneladas
(USDA, 2019).

4.2. Propagacion del ardndano
La propagacion del ardndano puede realizarse mediante diversas técnicas incluyendo

siembra de semillas, estaquillas y mediante micropropagacion in vitro (Correia et al., 2024).

4.2.1. Propagacion por estaquillas

Los arandanos se pueden propagar de forma tradicional mediante el uso de brotes
semilefiosos recolectados de la planta donante, que posteriormente se enraizan en condiciones
controladas (Fan et al., 2017).

La principal ventaja de este método de propagacion es la posibilidad de obtener
plantulas con caracteristicas homogéneas a la planta madre lo que garantiza la consistencia de
los rasgos deseables. Sin embargo, para llevar a cabo este método se requiere mucha mano de

obra, ademas de ser lento, debido a la baja capacidad de enraizamiento y el limitado nimero de



plantulas es por ello que este método podria no ser el mas eficiente para incrementar la cantidad
de materiales de partida o propagulos para la introduccion comercial de nuevas variedades (Fan
et al., 2017). Otros inconvenientes incluyen la dependencia en gran medida a las condiciones
climaticas y las estaciones, lo cual puede obstaculizar la propagacion, estas desventajas hacen
que este método convencional sea insuficiente para satisfacer la creciente demanda de plantas
de ardndano (Mazurek et al., 2024).

4.2.2. Propagacion in vitro
La técnica de propagacion in vitro es bastante efectiva para la produccién masiva de
material vegetal de alta calidad para el cultivo a gran escala (Goyali et al., 2015).

Las plantas de arandanos propagadas mediante micropropagacion no solo mejoran su
produccion en frutos, sino que también demuestra una gran capacidad de enraizamiento en
esquejes, en comparacion con los métodos de propagacion tradicional, ademas este método
permite propagar las plantas en un entorno controlado minimizando el riesgo de transmision de
patdgenos, facilitando asi la produccion de material libre de enfermedades o plagas. Sin
embargo, esto también depende de multiples factores como genotipo, tipo de concentracion de
reguladores de crecimiento, concentracién de medios de cultivos, condiciones de incubacion

como temperatura, luz, entre otros (Yang et al., 2017).

4.3. Micropropagacion del arandano
La micropropagacion del arandano implica varias etapas criticas, desde la preparacién
de la planta madre hasta la aclimatacion de las explantes enraizadas. Cada etapa es esencial

para el éxito del cultivo y la propagacion in vitro de plantas de arandanos de alta calidad.

4.3.1. Preparacion de la planta madre

Antes de establecer la preparaciéon de la planta madre dentro del laboratorio se debe
tener en cuentas las condiciones de asepsia, ademas de esto se debe seleccionar una planta con
las mejores caracteristicas y que los explantes extraidos estén en condiciones adecuadas para

propagarlos (Castillo, 2004).

Por su parte Gupta et al., (2022), indican que la seleccion de las plantas madre sanas y
libres de enfermedades son cruciales para tener éxito en la micropropagacion, optimizando asi

la vitalidad del material vegetal y la eficiencia de los programas de propagacion a gran escala.



4.3.2. Desinfeccion del material vegetal
Los explantes se los pueden tomar de hojas, tallos, raices entre otros, ademas siempre
se tiene que eliminar los contaminantes externos que pueden atacar a la planta con una

desinfeccion adecuada segun sea el caso (Castillo, 2004).

Al respecto Wang et al., (2023) mencionan que los métodos de esterilizacion son
cruciales en el proceso de micropropagacion debido a que ayudan a prevenir la contaminacion
por hongos o patdgenos, ya que un cultivo contaminado puede provocar un crecimiento
deficiente, disminuir la tasa de supervivencia, entre otros. Es por ello que esto es un paso clave

para garantizar el crecimiento y desarrollo exitoso del material vegetal.

4.3.3. Introduccion del material in vitro
En este paso el material ya desinfectado se lo coloca en un medio de cultivo estéril, en
un periodo que puede ir de una semana a quince dias segun como vaya formando los nuevos

tejidos vegetales asi iniciando el ciclo del cultivo in vitro (Castillo, 2004).

4.3.4. Multiplicacion de los brotes

En la fase de la multiplicacion se seleccionan a los explantes que sobrevieron a las
FASES 1y 2, estos brotes nuevos se los debe subcultivar en otro medio mediante resiembras
en tubos o frascos de vidrio adecuados para su desarrollo, este proceso se lo hace dentro de la
camara de flujo laminar teniendo en cuenta las condiciones de asepsia. Mediante esta forma
garantizamos el aumento del material vegetal, cabe recalcar que el nimero de plantas o

explantes que se obtendra siempre va a depender de la especie plantada (Castillo, 2004).

4.3.5. Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes

Los explantes o brotes que se lograron obtener durante la fase de multiplicacion se los
puede pasar a un medio solo que contengan reguladores de crecimiento como algun tipo de
auxina, ademés que el proceso de multiplicacion y enraizamiento pueden ocurrir

simultdneamente (Castillo, 2004).

Al respecto Filgiel-Kroczynska et al., (2022) sefialan que existen algunos medios de
cultivo como Modified Murashige and Skoog (MW), Anderson’s Rhododendron (AN) y
Woody Plant Medium (WPM), los cuales pueden producir resultados variables segun el
genotipo y el adicién de reguladores de crecimiento, es por ello que la seleccion del medio de
cultivo es vital en la micropropagacion ya que esto puede optimizar el crecimiento y desarrollo
de los explantes, lo cual es fundamental para el éxito del proceso y la uniformidad del material

propagado.



4.3.6. Aclimatacidn de los explantes enraizados

De igual manera Filgiel-Kroczynska et al., (2022) mencionan que una vez que el
material vegetal este enraizado, estos deben aclimatarse para garantizar su supervivencia
cuando se transfieran al suelo, este proceso implica adaptar gradualmente a las plantulas a

condiciones exteriores como la luz, temperatura, humedad, entre otros.

4.3.7. Organogénesis

Dentro de la biotecnologia vegetal y en la propagacion in vitro la organogénesis es un
proceso clave dentro de la regeneracion de plantas lo que es de gran utilidad en la conservacion
de especies, la mejora genética y la produccion de plantas libres de enfermedades, en la
organogeénesis los 6rganos de la planta como brotes, raices e incluso flores pueden formarse a

partir de explantes cultivados (Neves et al., 2021).

Ademas, el adecuado equilibrio entre auxinas y citoquininas es esencial para promover
la organogenesis, induciendo la formacion de callo y posteriormente el desarrollo de brotes,
este proceso es crucial en la regeneracion de plantas completas a partir de explantes cultivados
in vitro, haciendo posible la produccion eficiente y controlada de plantas en un ambiente de
laboratorio (Cheng et al., 2013).

La organogénesis puede ocurrir a través de dos vias, la organogénesis directa implica la
formacion de brotes o raices directamente a partir de explantes sin una fase intermedia de callos,
este método suele ser mas eficaz ya que se evita la fase de callo, lo cual permite una
regeneracion mas rapida de las plantas (Fan et al., 2024), mientras que la organogénesis
indirecta requiere la formacion de un callo que posteriormente son inducidos a diferenciarse en
brotes o raices, este método suele ser mas completo y lleva més tiempo, debido a que se requiere
de un manejo adecuado en las etapas de induccion y diferenciacién de los callos (Garcia-
Hernandez et al, 2022).

4.3. Medio de cultivo

Los medios de cultivo son esenciales para la propagacién de plantas in vitro, debido a
que estos proporcionan las condiciones y nutrientes necesarios, entre los medios que mas se
utilizan para el cultivo de tejidos vegetales, son el medio Murashige & Skoog y el medio de
plantas lefiosos Woody Plant Medium (Phillips y Garda, 2019).

4.3.1. Medio de cultivo Murashige & Skoog
El Medio Murashige & Skoog (MS), o MSO0, fue inventado por los cientificos Toshio

Murashige y Folke K. Skoog en 1962 durante sus investigaciones de nuevos reguladores del
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desarrollo vegetal y se ha convertido en el medio mas comunmente usado en el cultivo in vitro
de tejidos vegetales. EI nmero después de las letras MS, sirve para indicar la concentracion de
sucrosa en el medio, por ejemplo, MSO no contiene sucrosa, mientras que el MS20 contiene 20
g L de sucrosa. Esta formulacion del medio Murashige & Skoog (MS) no contiene fuente de
carbono (sucrosa), hormonas vegetales (auxinas y citoquininas) o vitaminas (Phillips y Garda,
2019).

4.3.2. Woody Plant Medium
WPM (Woody Plant Medium) es ampliamente utilizado para la propagacion de plantas
siendo formulado por Lloyd y McCown 1981, conteniendo sales vitaminas, aminoacidos y

nutrientes esenciales para el cultivo in vitro (Hernandez et al., 2005).

4.4. Reguladores de Crecimiento

Los reguladores de crecimiento ayudan a desarrollar diferentes 6rganos de las plantas
entre algunos se puede mencionar: acido dicloro fenoxiacético (2,4- D), acido naftalenacético
(ANA), 4cido indolacético (AlA), acido indolbutirico (AlIB), las citoquininas: kinetina (KIN),
benzilamino purina (BAP), zeatina (ZEA); y las giberelinas como el acido giberélico (AG3)
(Lopez y Villanueva, 2021).

4.4.1. Citoquininas
Estan involucrados en la division celular proliferacién de brotes y en el crecimiento de
las plantas, su estructura estd formado por adeninas y purinas dentro de estas se encuentran

bencilaminopurina, Kinetina y zeatina (Venkateshwarlu, 2022).

4.4.2. Auxinas

Las auxinas son una clase de reguladores de crecimiento, pues estas regulan algunos
procesos fisioldgicos cruciales para el desarrollo y crecimiento de las plantas. La aplicacion de
estas es esencial para inducir a la organogénesis las auxinas fueron las primeras fitohormonas
identificadas y es precisamente el acido indol-acético (AlA), la principal auxina enddgena en

la mayoria de las plantas (Bhatla y Lal, 2022).

4.5. Concentraciones de reguladores de crecimiento 6ptimas

Para analizar o determinar las concentraciones propicias de reguladores de crecimiento,
es esencial considerar la regeneracion y enraizamiento de los brotes. Los medios de cultivo
(MS) y (WPM) son eficientes para la micropropagacion de arandano, mientras que los
reguladores de crecimiento como en concentraciones con citoquininas de 0,1 mg L-1 y auxinas

con concentraciones de 0,4 mg L-1 mejoran la reproduccién de brotes, para el enraizamiento
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medios de cultivo WPM con auxinas (IBA e IAA) se logra tasas de enraizamiento del 85 %.
Pero siempre hay que tener presente que los protocolos dan una entrada sélida, sin embargo, el
cambio de las condiciones ambientales que se pueden dar dentro de los laboratorios y las
respuestas a diferentes variedades de arandano siempre van a requerir arreglos adicionales en

las concentraciones utilizadas en la micropropagacion (Filgiel-Kroczynska et al., 2022).
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5. Metodologia

5.1. Localizacién del estudio

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la
Universidad Nacional de Loja, situado en el bloque 15 del campus universitario (Figura 1). Este
laboratorio se ubica a 04°00"00"" de latitud sury 79°12°00"" de longitud oeste, en la regidn sur
del Ecuador. Dispone de condiciones semi-controladas para garantizar un ambiente propicio

para el desarrollo de la investigacion.

Zona de estudio Repiblica del Ecuador

)

Provincia de Loja

SARAGURO

CHAGUARP AMBA 12
sivancol DMEREY  MGuamaro
CEUCRAPALTAS N
e Tl e J | Lo
ZPONG, — L SOUCAIAR
vacaa. Ty LoavasTy .@'WG’"
S 5

ESPINDOLA

Figura 1. Ubicacion de la zona de estudio.

5.2. Metodologia general

La presente investigacion tuvo como finalidad encontrar el mejor medio de cultivo con
una adecuada interaccion de reguladores de crecimiento para el enraizamiento y brotacion de
arandano en condiciones in vitro potenciando asi un protocolo de micropropagacion existente,
en el laboratorio de micropropagacion vegetal en la Universidad Nacional de Loja. En la cual
se evalud dos diferentes medios de cultivo con una combinacion de reguladores de crecimiento,
las cuales fueron las auxinas y citoquininas en diferentes concentraciones, para determinar

cudles fueron las mas significativas respectivamente.

Esta investigacion fue tipo experimental dado que se llevé a cabo la manipulacion de

variables. También, posee un enfoque cuantitativo porque se recogié y se analiz6 datos de
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caracter numérico sobre las variables estudiadas. De acuerdo a las caracteristicas de este
estudio, el alcance de la investigacion fue descriptiva porque se midieron variables en los

diferentes medios de cultivo con reguladores de crecimiento establecidos en el ensayo.

5.2.1. Disefio experimental

Se utilizé un disefio complementa al azar (DCA), con un arreglo bifactorial, con 10
tratamientos y 5 repeticiones (Tabla 1, Figura 2). Donde los factores corresponden al medio de
cultivo y los reguladores de crecimiento, y los niveles a los medios de cultivos y diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento (Tabla 1). Cada tratamiento tuvo cinco
repeticiones, constituidas por una unidad experimental con dos frascos que contenian un
explante con un numero total de 10 frascos por tratamiento y 50 unidades experimentales y un

total de 100 frascos para todo el ensayo (Tabla 2).

El modelo matematico que se utilizara en este estudio es:
Yik=u+ai+Bj+(axp)ijt+ &ijk
En donde:

Yij = Variable de respuesta de las k repeticiones en los i niveles del factor del medioy j el nivel

del factor del regulador de crecimiento.

u = Media general de las observaciones.

ai = efecto de los i —niveles del factor de medio de cultivo.

Bj = efecto de los j — niveles del factor del regulador de crecimiento.

(a x B)ij = Efecto de la interaccion entre el nivel i los diferentes medios de cultivo con el nivel

j la concentracion de reguladores de crecimiento.
eijk = Error asociado a la ijk observacion, que se supone normal independientemente

distribuida con esperanza 0 y varianza o.
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5.2.2. Descripcion de los tratamientos

Se utiliz6 el medio de cultivo MS y WPM, en combinacién con diferentes

concentraciones de auxinas (ANA, AlB) y citoquinas (BAP, 2ip) (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos, medios de cultivo y reguladores de crecimiento

Tratamientos Medio de cultivo

Combinacién de reguladores de

crecimiento
T1 Murashige y Skoog BAP (2,5 mg. L-1) + ANA (1 mg. L-1)
T2 Murashige y Skoog BAP (2,5mg. L) + AIB (1 mg. L)
T3 Murashige y Skoog  2ip (2,5 mg. L-1) + ANA (1 mg. L-1)
T4 Murashige y Skoog  2ip (2,5mg. L) + AIB (1 mg. L™?)
T5 Murashige y Skoog Testigo
T6 (WPM) BAP (2,5 mg. L-Y) + ANA (1 mg. L)
T7 (WPM) BAP (2,5 mg. L) + AIB (1 mg. L)
T8 (WPM) 2ip (2,5 mg. L-Y) + ANA (1 mg. L-Y)
T9 (WPM) 2ip (2,5 mg. L) + AIB (1 mg. L)
T10 (WPM) Testigo

5.2.3. Distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones

La Figura 2, muestra el disefio de campo en el que se puede observar las repeticiones y

los tratamientos al que fue sometido el material vegetal (Figura 2; Tabla 2).
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Figura 2. Esquema del disefio completamente al azar (DCA)

Tabla 2. Detalles del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 2
NUmero de tratamientos 10
NUmero de repeticiones 5
NUmero de total de frascos por tratamiento 10
NUmero total de unidades experimentales del ensayo 50
Numero total de frascos para el ensayo 100

5.3. Metodologia para el primer objetivo “Determinar el efecto del medio de cultivo sobre
la brotacion y enraizamiento en explantes de arandano (Vaccinium corymbosum L.) en
condiciones in vitro”

En esta fase se compararon dos medios de cultivo; medio base Murashige y Skoog (MS)
y el medio Woody Plant Medium (WPM) con el fin de determinar cuél es el mejor medio de

cultivo para la brotacion y enraizamiento in vitro (Anexo 2).

La fuente de explantes multidonales que se utilizé en este estudio consiste en tejidos
previamente desinfectados, los cuales se encontraban disponibles en el laboratorio de
micropropagacion de la Universidad Nacional de Loja (Anexo 1). Estos explantes pertenecen a

la variedad biloxi, seleccionada cuidadosamente por sus caracteristicas distintivas y relevancia
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en el contexto de la investigacion. Este enfoque se lleva a cabo con el propdsito de obtener
resultados fiables y reproducibles en el desarrollo de cultivos, contribuyendo asi al avance de
la investigacion en el &mbito de la micropropagacion. La variedad Biloxi, utilizada como base
de explantes multidonales, ha sido objeto de estudio debido a sus caracteristicas genéticas y
agronomicas Unicas. El establecimiento tomé un tiempo de 28 dias para la generacion de brotes
y posterior 60 dias para la generacion de raices.

5.3.1. Preparacion del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS)

Se empled un medio de cultivo s6lido MS, suplementado con sales minerales: thiamina
5 mg L—1, mio-inositol 100 mg L—1, Piridoxina 5 mg L—1, sacarosa 20 g. L—1 (como fuente
exdgena de carbono); 5 mg L—1 4cido nicotinico (agentes antioxidantes), agar 5,8 g L—1 (agente
solidificante). El pH del medio se ajustd a 6 con hidroxido de sodio (NaOH). Se distribuyeron
25 ml de medio de cultivo en cada frasco de vidrio y se esterilizaron en la autoclave a una

temperatura de 120 °C y una presion de 1,50 kg cm2 durante 20 minutos.

5.3.2. Preparacion del medio de cultivo de Woody Plant Medium (WPM)

Se emple6 un medio de cultivo sélido WPM, suplementado con sales minerales: con
SM1, SM2, SM3 (como soluciones madre); thiamina 5 mg L—1, mio-inositol 100 mg L—1,
Piridoxina 5 mg L—1, sacarosa 20 g. L—1 (como fuente exdgena de carbono); 5 mg L—1 4cido
nicotinico (agentes antioxidantes), agar 5,8 g L—1 (agente solidificante). El pH del medio se
ajusto a 6 con hidréxido de sodio (NaOH). Se distribuyeron 25 ml de medio de cultivo en cada
frasco de vidrio y se esterilizaron en la autoclave a una temperatura de 120 °C y una presion de

1,50 kg cm2 durante 20 minutos.

5.3.3. Variables de evaluacion

1. Porcentaje de brotacion: Se evalud la brotacién en los explantes, cuando el brote
empez6 a salir. Se califica con 1 la presencia y 0 la ausencia de brotacion, y se
contabiliza el nimero de explantes brotados sobre el total de explantes por tratamiento,
por 100.

2. Callosidad: Se contabilizo los explantes los cuales formaron callos a los 30 dias de su
implantacion. 0 no formacién del callo, 1 formacion del callo (hay proliferacion de
células por todos los bordes del explante, los cuales formaron una masa). Para calcular
el porcentaje de callos formados, se empled la siguiente formula: nimero de explantes
con callos por tratamiento Callos formados (%) = x 100 nimero total de explantes por

tratamiento
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3. Porcentaje de enraizamiento: A los 60 dias de haber iniciado el experimento, se
contabilizaron el numero de explantes que presentaron raices, registrando el total. Los
valores se expresaron en porcentaje, aplicando la siguiente formula: % = (NUmero de

explantes que enraizaron / Numero total) x100

5.4. Metodologia para el segundo objetivo “Analizar el tipo de concentracion y hormonas
que influyan positivamente en la brotacion y enraizamiento de explantes de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) en condiciones in vitro”

En esta fase se evalud el efecto de cuatro reguladores de crecimiento dos citoquininas
2ip y BAP y dos auxinas ANA y AIB, con la finalidad de inducir a la formacion de brotes y
enraizamiento respectivamente, con el fin de determinar cuél es la mejor concentracion de

reguladores de crecimiento para la brotacion y enraizamiento in vitro de explantes de arandano.

Se procedio a extraer de los frascos los segmentos multinodales; se hizo un corte entre
la base de la yemay tallo para su separacion. Después se sembré un nuevo segmento en frascos
de vidrio. Posteriormente se llevo al area de incubacién, luego de sellar cada envase y rotular,
esperando un promedio de 7 dias, para su respectiva toma de datos para la formacion de brotes
y raices, en la base de los explantes y multiplicacion de los mismos (Anexo 3; Anexo 4; Anexo
5).

5.4.1. Variables de evaluacion.

Las evaluaciones se realizan por observacion directa, evaluando las siguientes variables:

1. Longitud del brote: se fue midiendo la longitud del brote a los 7, 14, 21,28 dias
respectivamente, con una regla graduada en cm desde la base del brote hasta el apice de
la hoja.

2. Numero de nudos: Se contabiliz6 el nimero de nudos que presentaron cada uno de los
explantes a partir de la siembra 7, 14, 21, 28 dias respectivamente.

3. Indice de multiplicacion: El indice de multiplicacion se evalué con la siguiente

N° Explantes x N° Nudos

féormula; IM =

N° Explantes iniciales

4. Longitud de raiz: Es importante para evaluar como las hormonas influyen en el

crecimiento de las raices.
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6. Resultados

6.1. Resultados para el primer objetivo

6.1.1. Brotacion de explantes bajo diferentes medios de cultivos
En la Figura 3, y segun el andlisis de varianza (Anexo 8) se determino que el medio de

cultivo no tuvo efecto significativo (p >0,05) sobre el porcentaje de brotacion.

100+

80+

60

40

Brotacion (%)

20+

L]
Ms WPM
Medio de cultivo

Figura 3. Respuesta de la brotacion en dos medios de cultivo. Las barras sobre las columnas indican el
error estdndar de la media de cada tratamiento.
6.1.2. Formacién de callos en los explantes bajo diferentes medios de cultivos

El anélisis de varianza (Anexo 9) para la formacién de callos determiné que el medio
de cultivo tuvo un efecto significativo (p <0,0001) para esta variable, segin la prueba

estadistica de LSD Fisher, donde se evidencia que el medio MS incrementé significativamente
la formacion de callos (Figura 4).
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Figura 4. Respuesta de la callosidad en dos medios de cultivo. Las barras sobre las columnas indican el
error estandar de la media de cada tratamiento. Mientras que las letras sobre las columnas representan
las diferencias significativas entre los tratamientos segun la prueba estadistica LSD Fisher.

6.1.3. Porcentaje de enraizamiento
En la tabla 1, se muestran diferentes tratamientos para inducir el enraizamiento, sin
embargo, en el presente estudio bajo ningiin medio de cultivo se logré inducir raices, por lo

tanto, no se presentan resultados para esta variable.

6.2 Resultados para el segundo objetivo
6.2.1. Longitud del brote

Segun los resultados del analisis de varianza (Anexo 10) se determind que para la
longitud del brote no existe efecto significativo (p >0,05) del medio de cultivo y la adicion de
reguladores de crecimiento vegetal, y tampoco se encontr0 efectos de los factores

independientes (Figura 5).
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Figura 5. Longitud del brote en dos medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Las barras en la
figura representan el error estandar de la media de cada tratamiento.

6.2.2. NUmero de nudos

Segun los resultados que se obtuvieron del analisis de varianza (Anexo 11) se determiné
que para el nimero de nudos no existe efecto significativo (p >0,05) del medio de cultivo y la
adicion de reguladores de crecimiento vegetal, sin embargo, si tuvo efecto significativo (p
<0,04) en el efecto independiente regulador de crecimiento. El tratamiento con combinaciones
de reguladores de crecimiento (BAP (2,5 mg. L-1) + AIB (1 mg. L-1)) y (2ip (2,5 mg. L-1) +
AIB (1 mg. L-1)) son aquellos que presentan un mayor nimero de nudos con respecto a los

demas (Figura 6).
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Figura 6. Numero de nudos en dos medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Las barras en la
figura representan el error estandar de la media de cada tratamiento.

6.2.3. Indice de multiplicacion

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (Anexo 12) se determind que para
el indice de multiplicacién no existe efecto significativo (p >0,05) del medio de cultivo y la
adicion de reguladores de crecimiento vegetal, y tampoco se encontrd efectos de los factores

independientes como se muestra en la Figura 7.
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indice de mulplicacién

Figura 7. Indice de multiplicacion en dos medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Las barras
sobre las columnas indican el error estandar de la media de cada tratamiento.

6.2.4. Brotacion de explantes

Con base en los resultados del analisis de varianza (Anexo 13) muestra el porcentaje de
brotacion bajo diferentes tratamientos, aunque se observan variaciones en los resultados, no
existe efecto significativo (p >0,05) del medio de cultivo y la adicion de reguladores de

crecimiento vegetal, y tampoco se encontr6 efectos de los factores independientes (Figura 8).
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Figura 8. Respuesta de brotacion en dos medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Las barras
sobre las columnas indican el error estdndar de la media de cada tratamiento.

6.2.5. Formacién de callos en los explantes
A partir del andlisis de varianza (Anexo 14) se determind que para la variable formacion

de callos, existe un efecto significativo (p <0,0011) de la interaccién del medio del cultivo y la

adicion de reguladores de crecimiento sobre el porcentaje de callos (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de callos en dos medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Las barras sobre
las columnas indican el error estdndar de la media de cada tratamiento.

6.2.6. Longitud de raiz

En latabla 1, se muestra diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento para
inducir el enraizamiento, sin embargo, en el presente estudio bajo ningun factor se present6 una
longitud de raiz, pues debido a que todos los resultados fueron 0, por lo tanto, no se presentan

resultados para esta variable (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento en la induccion de
longitudes de raiz.
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7. Discusiones
El presente estudio evalud la eficacia de la brotacion y enraizamiento de explantes de
arandano (Vaccinium corymbosum L.) en condiciones in vitro, empleando diferentes medios de
cultivo y varios tipos de reguladores de crecimiento como auxinas (AIB y ANA) y citoquininas
(BAP y 2ip) en diversas concentraciones y combinaciones (Tabla 1), el analisis se realizé a
través del porcentaje de brotacion y enraizamiento en los explantes de ardndano, con el fin de
identificar el medio de cultivo méas eficaz y las concentraciones Optimas de reguladores de

crecimiento que favorecen estos procesos.

Segun los resultados obtenidos en este estudio, se muestra que el medio de cultivo MS
presenta un mayor porcentaje de brotacién con un promedio 73,33 %, en comparacion con el
medio de cultivo WPM que alcanza un 60 %. De igual forma Andrade et al., (2021), menciona
que, en arandano, de sus 16 tratamientos aplicados y bajo las condiciones de cultivo, el medio
MS fue el que presentd un mayor porcentaje de brotacién con un promedio de 50 %. No
obstante, Chudetsky et al., (2022), en su estudio demostraron que para promover el crecimiento
y la organogénesis durante la micropropagacion en el cultivo de arandano, el medio WPM fue
el mas eficiente con respecto a otros medios de cultivo, adicionalmente destacaron el papel del
medio WPM en la mejora de la reproduccién y el enraizamiento, lo que contribuyd a una
micropropagacion exitosa de los arandanos in vitro, por lo que concluyen que el medio de
cultivo WPM demuestra promover el crecimiento y la organogénesis de plantas lefiosas, debido
a su capacidad para mejorar la reproduccién y el enraizamiento in vitro, esencial para la
produccion eficiente y sostenible de estas plantas en condiciones controladas de laboratorio.
Asi mismo, Souza et al., (2023), en su investigacion mencionan que el WPM ha sido
identificado como un medio de cultivo mas eficiente para plantas in vitro en comparacion con
el medio MS. Ademas, se ha destacado el efecto positivo del WPM en la micropropagacion de
varias especies donde el MS no se recomienda para su micropropagacion. En general, la
evidencia sugiere que el WPM supera al MS en términos de crecimiento y regeneracion de
plantas in vitro. Al respecto, Zhou et al., (2022) mencionan que el medio de cultivo adecuado
para el cultivo in vitro de arandanos depende del objetivo especifico del cultivo. Para la
propagacion rapida y el cultivo eficiente de tejidos, el Woody Plant Medium (WPM) ha
demostrado ser muy efectivo, especialmente en la induccion de callos, el crecimiento de brotes
y el enraizamiento de arandanos. En contraste, el medio Murashige y Skoog modificado (MS)
ha mostrado éxito en la organogénesis y el enraizamiento de ardndanos, con diferentes

cultivares respondiendo mejor a composiciones especificas de este medio. Ademas, estudios en
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plantas vegetativas han destacado el uso del medio MS para la micropropagacion lo que subraya
su versatilidad y efectividad en diversas especies de plantas. Por lo tanto, aunque el WPM es
beneficioso para ciertos aspectos del cultivo de tejidos de arandanos, el medio MS se presenta

como una opcion versatil y efectiva para el cultivo in vitro de varias plantas.

En base de estas evidencias se puede mencionar que tanto MS y WPM pueden ser
significativas ya que se obtienen valores altos de porcentaje de brotacién, de la literatura
mencionada el porcentaje de brote puede deberse al genotipo indiferentemente de los medios
que se utilizan. La eleccion entre MS y WPM como medio de cultivo para el cultivo de plantas
in vitro depende de la especie de planta especifica, la eleccion entre MS y WPM debe basarse
en los requisitos de crecimiento especificos y los resultados deseados para la especie de planta

en cuestion ya que los dos funcionan.

De acuerdo a los resultados obtenidos con respecto a la formacion de callos, el medio
de cultivo que presentd los mayores valores fue el MS con un promedio del 60 % en
comparacion con el medio de cultivo WPM el cual mostré un promedio del 4,44 %. Cabe
resaltar que la formacion de callos no impidié la brotacion de los explantes. Por otro lado,
Ghosh et al., (2017) mencionan que para la formacion de callos el medio de WPM present6 una
alta tasa de induccién de callos del 97 % con respecto a otros tratamientos, estos hallazgos
resaltan la importancia de las composiciones de medios de cultivo personalizados para
optimizar la formacion de callos en ardndanos, esencial para el cultivo de tejidos eficiente y los
procesos de transformacion genética en la industria del arandano. De tal modo, Kolarevi¢ et al.,
(2021) mencionan que los callos también proporcionan un medio para inducir diferentes tipos
de morfogénesis, como la rizogénesis, lo que permite el estudio de los mecanismos de
formacion de raices en entornos controlados indiferentemente del medio de cultivo que se
utilice. En general, los callos en sistemas de cultivo in vitro representan una herramienta
universal para estudiar el cultivo de tejidos vegetales, los mecanismos de regeneracion y la
resistencia al estrés. Al parecer indistinta del medio del cultivo se puede favorecer a la
formacion de callos, sin embargo, seria importante determinar las condiciones para favorecer

la induccion de raices en brotes con presencia de callos.

Por otro lado, los resultados obtenidos para la longitud del brote indican que el
tratamiento que presentd un promedio mayor fue el T7: BAP (2,5mg. L-1) y AIB (1 mg. L-1))
con 1,6 cm, mientras que el tratamiento mas bajo fue el T9: 2ip (2,5 mg. L-1) + AIB (1 mg. L-

1) ya que nos dio un promedio de 1,3 cm, de acuerdo al nimero de nudos el tratamiento bajo
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tratamiento T4: 2ip (2,5 mg. L-1) + AIB (1 mg. L-1)) fue el que presento un mayor promedio,
mientras que el tratamiento T8: 2ip (2,5 mg. L-1) + ANA (1 mg. L-1) fue el que obtuvo el
promedio mas bajo, en cambio, el tratamiento que mostré un mejor indice de multiplicacién fue
el T7 BAP (2,5mg. L-1) + AIB (1 mg. L-1)) en comparacion con el tratamiento T8 2ip (2,5 mg.
L-1) + ANA (1 mg. L-1)) el cual mostro un indice de multiplicacién menor, mientras tanto, que
para la brotacion de explante el tratamiento T3 2ip (2,5 mg. L-1) + ANA (1 mg. L-1) fue el que
presento un mejor promedio de 83,33 % Yy el tratamiento mas bajo fue el T7 BAP (2,5mg. L-1)
+ AIB (1 mg. L-1) con un promedio de 50 % esta variabilidad se refleja en la diferente

respuesta/necesidades de reguladores de crecimiento.

Es asi que los resultados subrayan la importancia de ajustar las concentraciones de los
reguladores de crecimiento en el medio para favorecer tanto el crecimiento de los brotes como
la formacion de raices. Ademas, estos estudios representan un avance significativo en el
desarrollo de técnicas optimizadas y précticas para promover la brotacién de ardndanos en
condiciones in vitro. La mejora de los protocolos de micropropagacion, mediante la
optimizacion de los reguladores de crecimiento y las condiciones de cultivo, permite una

generacion mas eficaz y eficiente de nuevos brotes.
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8. Conclusiones

El medio de cultivo WPM Y MS fueron eficaces para la induccion de brotes, aunque no
mostré un efecto significativo, bajo las condiciones de este experimento en ningun
tratamiento presentd induccion de raices, sin embargo, se observé que el medio de
cultivo (MS) tuvo un efecto significativo en la formacién de callos en los explantes, con
un porcentaje notablemente mayor de callosidad en ciertos tratamientos. Estos
resultados sugieren que, aunque el medio de cultivo puede no influir directamente en la
brotacion ni en la formacion de raices, si juega un papel crucial en lainduccién de callos,
lo cual puede ser relevante para la regeneracion y propagacion de tejidos vegetales en
condiciones in vitro.

La adicion de diferentes reguladores de crecimiento vegetal auxinas y citoquininas en
diversas concentraciones no tuvo un efecto significativo en la longitud del brote ni en
el indice de multiplicacién de los explantes de ardndano. Sin embargo, en el nimero de
nudos si tuvo efecto significativo en el efecto independiente regulador de crecimiento,
especialmente aquellos que combinaban BAP y AIB, y 2ip y AIB. Esto indica que,
aunque no se alcanzaron diferencias significativas en general, ciertas combinaciones de
reguladores de crecimiento pueden ser mas efectivas para promover el crecimiento y

desarrollo de los explantes.
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9. Recomendaciones
Aunque el medio de cultivo actual no mostré diferencias significativas en la brotacion,
se recomienda experimentar con formulaciones nuevas 0 combinaciones adicionales de
nutrientes y reguladores de crecimiento para evaluar su efecto sobre la brotacién y el
enraizamiento.
Dado que ciertos tratamientos mostraron una mayor formacion de callos, se sugiere
ajustar las concentraciones de componentes especificos del medio para optimizar este
proceso, lo cual podria facilitar la regeneracion de tejidos y la propagacion de plantas.
Aunque no se encontraron diferencias significativas en la longitud de los brotes y el
indice de multiplicacion, algunas combinaciones de BAP y AIB en el medio WPM, y
2ip y AIB en el medio MS, mostraron tendencias prometedoras. Se recomienda realizar
estudios adicionales con estas combinaciones, asi como explorar otros reguladores de
crecimiento y sus concentraciones.
Investigar el uso de reguladores de crecimiento alternativos que no fueron evaluados en
este estudio podria proporcionar informacion adicional sobre como mejorar la brotacién
y el enraizamiento de los explantes de arandano.
Investigar la variabilidad genética entre las plantas regeneradas para asegurar que los
métodos utilizados no induzcan cambios genéticos indeseados, lo cual es crucial para

mantener la integridad de las caracteristicas varietales del arandano cv. Biloxi.
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11. Anexos

Anexo 1. Eleccion del material vegetal: seleccidn del material mas apto para explantes.
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Anexo 3. Preparacién del medio de cultivo y sus reguladores de crecimiento: A) Preparacion de medio

MS y combinacion de reguladores de crecimiento, B) Preparacion de medio WPM y combinacién de

reguladores de crecimiento, C) control de pH, D) llenado de frascos con sus respectivos tratamientos.
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Anexo 4. Implantacion de los explantes multinodales de arandano para todos los tratamientos en los

frascos dentro de la camara laminar.
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Anexo 5. Establecimiento del ensayo.
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Anexo 7. Tratamientos después de la implantacion: A) A los 28 dias B) a los 42 dias.

Anexo 8. Analisis de varianza para la brotacion de explantes bajo diferentes medios de cultivos.

Analisis de la varianza

Variable N R R® Lj CV
% brotacién 6 0,11 0,00 36,48

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. s5C gl CH F p-valor

Modelo 289,40 1 289,40 0,51 0,5145
Medio de cultivo 289,40 1 289,40 0,51 00,5145
Error 2268,70 4 567,18

Total 2558,10 5

Anexo 9. Analisis de varianza para la formacion de callos en los explantes bajo diferentes medios de

cultivos.
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Analisis de la varianza

Variable N R® RS Aj CV
% callosidad 30 0,53 0,51 84,07

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CM F p—-valor

Modelo 23240,83 1 23240,83 31,65 <0,0001
Medic de cultivo 23240,83 1 23240,83 31,65 <0,0001
Error 20562,53 28 734,32

Total 43803, 37 29

Anexo 10. Analisis de varianza para longitud de brotes bajo diferentes medios de cultivos y

combinacion de hormonas.

Bnalisis de la varianza

Variable ] E RER® Rj LCW
Longitud del brote a los 2.. 50 0,23 0,05 18,03

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CH F p-valor

Modelo O,8¢ 9 0,10 1,30 0,2672
Medio de cultiwvo 0,27 1 0,27 3,74 0,0804
Eeguladores de crecimiento.. 0,27 4 0,07 0,94 (0,4523
Medio de cultivo*Regulador.. 0,31 4 0,08 1,05 00,3815
Error 2,93 40 0,07

Total 3,75 4%

Anexo 11. Analisis de varianza para nimero de nudos bajo diferentes medios de cultivos y combinacion

de hormonas.

Analisis de la varianza

Variable H E* R® A CWV
Hiamero de nudos a los 28 d.. 50 0,32 0,16 25,20

Datos deskbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicién de la SC
especifiquse los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 14,02 9 1,56 2,05 00,0585
Medio de cultiwvo 2,42 1 2,42 3,18 0O,081%S
Reguladores de crecimiento.. 5,72 &5 1,95 2,56 0,0423
Medio de cultivo*Regulador.. 1,88 3 0,63 0,82 0,48%3
Error 30,40 40 0,76
Total 44,42 49
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Anexo 12. Analisis de varianza para el indice de multiplicacion, bajo diferentes medios de cultivos y

combinacion de hormonas.

Analisis de la varianza

Variable N R Rf Aj CV
Multiplicacidn 30 0,24 0,00 44,01

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. = gl CH F p-valor
Modelo 10,53 9 1,17 0,70 00,7000
Medio de cultivo 0,13 1 0,13 0,08 00,7802
REeguladores de crecimiento.. 1,53 4 0,38 0,23 00,9183
Medio de cultivo*Regulador.. 8,87 4 2,22 1,33 00,2932
Error 33,33 20 1,67
Total 43,87 249

Anexo 13. Anadlisis de varianza para la brotacion de explantes, bajo diferentes medios de cultivos y

combinacion de hormonas.

Analisis de la varianza

Variable N R® RS Aj CV
% brotacidm 30 0,1% 0,00 37,36

Cuadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 2870,52 % 318,95 0,51 0,8473
Medio de cultivo 1333,73 1 1333,73 2,15 00,1581
Reguladores de crecimiento.. 1157,20 4 289,30 0,47 0,7587
Medio de cultivo*Regulador.. 379,58 4 %4,890 0,15 0,9554
Error 12408,37 20 &20,42
Total 15278,89 25

Anexo 14. Analisis de varianza para la formacion de callos, bajo diferentes medios de cultivos y

combinacion de hormonas.

Analis=is de la varianza

Variable 2] E* ER® RBj CWV
% callosidad 30 0,8% 0,54 45,47

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S gl CH F p-valor

Modelo 3§921,37 5 4324,60 17,72 <0,0001
Medio de cultivo 23240,83 1 23240,83 985,21 <0,0001
Eeguladores de crecimiento.. 89524,87 4 2231,22 5,14 00,0002
Medioc de cultivo*Eegulador. . 6755,87 4 1e38,92 6,92 0,0011
Error 4882,00 20 244,10

Total 43803,37 25
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Anexo 15. Certificado de traduccion espafiol-inglés.
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Loja, 17 de dicembre del 2024
CERTIFICADO DE TRADUCCION ESPANOL-INGLES

Yo. MICHAEL ALESSANDRO GRANDA PINTA, con C.I. 1105158255, docente de
inglés como lengua extranjera en la Escuela de Educacion Basica Municipal “La
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L) CV. BILOXI, para el Sefior JEFFERSON AUGUSTO ESPANA CUENCA,
estudiante de la Universidad Nacional de Loja, en |a Facultad de Agropecuana y
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Lo certifico en honor a la verdad y autorizo al interesado hacer uso de éste en lo que

N AT
s MICHAEL ALL-:SANDRU ORARDA PINTA ('&'

Mgtr. Michael Alessandro Granda Pinta.
N° de Registro Senecyt 1031-2020-2243621

B ¢ s VG b gabgasn
Tor. A 710407

A lid b ooi

Q
Ed wodsugicdspobac -- - —- — - - e, — - — ——
B
1

44



		2025-01-06T16:21:48-0500




