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RESUMEN

Los sustratos compuestos suelo de paramo con Raizal 400 fue donde se observo el
mayor vigor de las estacas (al inicio el ensayo), namero de brotes (a los 30, 45 y 60
dias), longitud del brote (a los 15, 30 y 45 dias). EI mayor vigor en la base de la estaca
se observd en el tratamiento compuesto a base de suelo de paramo méas Induktor sin
presencia de necrosis en las estacas. En relacién con el porcentaje de contaminacién
del primer ensayo fue similar para ambos medios de cultivo tanto en la primera como
en la segunda evaluacién. Asimismo, en la tercera evaluacion no se observaron
diferencias en el porcentaje de explantes vigorosos. El porcentaje de contaminacion
del segundo ensayo mostré que el mayor porcentaje de contaminacion en la primera y
tercera evaluacion se alcanzd en los frascos de cultivos que contenian el medio de
cultivo MS (Murashige y skoog) utilizando 7,5 g de sacarosa, 0,5 g de phytagel y 1,11
g de MS para 250ml. Sin embargo, en la segunda evaluacion el mayor porcentaje de
contaminacion se detectd en el medio AM compuesto por la mitad del medio MS,
excepto el phytagel: 3,75 g de sacarosa, 0,5 g de phytagel y 0,555 g de medio MS para
250ml. En la tercera evaluacion no existieron diferencias en el porcentaje de
contaminacion entre los medios de cultivo MS y AM. Con el presente trabajo se logré
establecer plantas en condiciones semicontroladas de V. floribundum mediante
estaquillado lo cual ayudara a conformar bancos de plantas donantes para en un futuro

proseguir con la fase de establecimiento in vitro de explantes.

Palabras clave: establecimiento, estaquillado, in vitro, plantas silvestres,

propagacion.
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ABSTRACT

The paramo soil composite substrates with Raizal 400 showed the highest vigor of the
cuttings (at the beginning of the trial), number of shoots (at 30, 45 and 60 days), shoot
length (at 15, 30 and 45 days). The highest vigor at the base of the stake was observed
in the composite treatment based on paramo soil plus Induktor without the presence of
necrosis in the cuttings. In relation to the percentage of contamination of the first test,
it was similar for both culture media in both the first and the second evaluation.
Likewise, in the third evaluation, no differences were observed in the percentage of
vigorous explants. The percentage of contamination of the second trial showed that the
highest percentage of contamination in the first and third evaluation was reached in
the culture flasks containing the MS (Murashige y skoog) 7.5 g sucrose, 0.5 g phytagel
and 1.11 g MS for 250ml, culture medium. However, in the second evaluation, the
highest percentage of contamination was detected in the AM the elements are half of
the MS medium, except the phytagel: 3.75 g of sucrose, 0.5 g of phytagel and 0.555 g
of MS medium for 250 ml. In the third evaluation, there were no differences in the
percentage of contamination between the MS and AM culture media. With the present
work, it was possible to establish plants under V. floribundum conditions by cutting
which will help to form donor plant banks to continue with the future in vitro

establishment phase of explants.

Key words: establishment, staked, in vitro, wild plants, propagation
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION

El mortifio es nativa de los paramos Andinos, se hallan a una altitud de los 2500 y
4300 m.s.n.m, en los paramos ecuatorianos se localizan tres especies como son
Vaccinium floribundum, Vaccinium crenatum y Vaccinium distichum, la especie que
tiene mayor distribucion es (Vaccinium floribundum), se puede hallar desde los 1000
m.s.n.m a 4500 m.s.n.m, principalmente se encuentra en las provincias de Zamora,
Tungurahua, Imbabura, Sucumbios, Pichincha, Napo, Morona Santiago, Loja,

Cotopaxi, Chimborazo, Carchi, Cafiar, Bolivar y Azuay (Gallardo 2015).

El mortifio es una baya que ha sido consumida desde tiempos remotos, especialmente
se ha utilizado para la elaboracion de la colada morada en el tradicional dia de los
difuntos. Actualmente el mortifio es consumido en jugos, mermeladas o dulces
elaborados artesanalmente, este fruto tiene grandes aportes nutricionales para el cuerpo
humano, contiene antioxidantes, vitamina C, vitaminas del complejo B y algunos
minerales como fosforo, potasio y calcio, ademas en la salud evita el cancer al
estomago y asimismo a nivelar el aztcar en la sangre en individuos con diabetes (Coba
et al. 2012).

En la actualidad muchos de los paramos en donde crece el mortifio de manera silvestre
se ven afectados por la explotacion agricola y ganadera que traspasa sus fronteras, esto
hace que cada afio el mortifio este en riesgo de desaparecer, ya que nadie ha podido
cultivarla. Segun USFQ (2016), cuidar los paramos se ha vuelto una prioridad en el
presente, para poder preservar muchas de las especies que se encuentran ahi de manera
silvestre, por esta razdn se debe trabajar mediante estrategias agricolas, y como
alternativa para cuidar el mortifio es el cultivo en laboratorio. Esta especie (Vaccinium
floribundum) posee gran importancia para la flora y fauna de los paramos y sus
comunidades andinas, al proteger y cultivar estas especies en los paramos en donde ha

sufrido deforestacion, refuerza la recuperacion del suelo con la ayuda de las raices en



lugares que fueron quemados, tiene una notable influencia en la reforestacion (Argudo
2017).

La produccion de plantas de mortifio se puede realizar de forma sexual, es decir,
mediante semillas, este es un proceso de duracién larga debido a la lenta germinacion,
la segunda forma es por reproduccién asexual la cual puede ser por estacas, en esta ha
existido estudios donde afirman que existe inconvenientes porque la estaca no presenta
enraizamiento, también de forma asexual se presenta el cultivo in vitro mediante
esquejes, brotes, células, esta presenta mayor velocidad de multiplicacién asi como
también uniformidad en todo el material vegetal, este cultivo es desarrollado en el
laboratorio (Recto 2018).

Diferentes autores han realizado ya varias investigaciones de la produccion de mortifio,
en el caso de Mufioz (2004) quien realizd un estudio de determinacién de varios
métodos para la produccion de mortifio con aspectos de produccion comercial, ademas
menciona que si se encontrara un método adecuado para la propagacion se podria
expandir el consumo de mortifio a una mayor parte de la poblacidn, ademas se lograria
realizar exportaciones, una ventaja que presenta esta planta es que no presenta mayores

pérdidas por plagas y enfermedades.

Con todo lo expuesto anteriormente surgié la necesidad de plantear una investigacion
en la que se pueda desarrollar una adecuada propagacion del mortifio, con esto evaluar
el mejor método que brinde caracteristicas de calidad y sanidad vegetal, para
posteriormente empezar las labores de produccion masiva de plantulas, aclimatacion
y cultivos en campo. Todo esto llevara un gran proceso para finalmente poder cultivar

mortifio en zonas con diferente aspectos climaticos y edaficos que al de su origen.



CAPITULO Il

2 MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Trujillo (2008), en su tesis “Cultivo in vitro del mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth)”, menciona que realizé ensayos con yemas axilares de mortifio, para esto ocupd
TZR 7 mg/l adicionandole 0,1 mg/l de NAA, ademaés utiliz6 de 3 a 5 mg/I de 2iP esto
ayudo a la propagacion y elongacién. Como resultado no se dio regeneracion de los
retofios esperados, pero se encontrd con varias composiciones de hormonas que son

posibles estimulantes de desarrollo de callos.

Mufioz (2004), en su trabajo de tesis “Determinacion de métodos para la produccion
de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), con fines de propagacion y produccion
comercial” sefiala que el mortifio deberia considerarse como un cultivo importante en
el Ecuador, ya que esta especie se ve afectada por su aprovechamiento cada afio, pero
no existe repoblacion de la especie y va desapareciendo, visto esta necesidad la autora
en su proyecto trabajé en tres métodos de reproduccion; asi utilizé la propagacion por
estacas que consistio en tomar ramas de la planta madre ponerlas en cuatro diferentes
sustratos adicionando un enraizador, el siguiente ensayo establecio un cultivo de micro
estaquillas sembradas en sustrato y por ultimo el establecimiento in vitro por semillas
utilizando medios MS y AM. Como resultado de estos ensayos menciona que de la
propagacion por estacas solo una de ellas sobrevivio la que se encontraba en tierra de
paramo, del ensayo por estaquillas todas se secaron en pocos dias y del cultivo in vitro
emergié un 95% de las semillas, pero requirié investigar mas sobre la temperatura a la
que debe estar expuesta, a la humedad y al nimero de horas frio ya que por no tener
claro estos requerimientos hubo problemas en su desarrollo y alcanzaron una longitud

de entre 0.5a3 cm.

Chamorro (2019), menciona que el mortifio es una especie silvestre que crece en los

paramos ecuatorianos y para ayudar a su conservacion plantea investigar estrategias



para domesticar esta especie y que ha futuro se logre establecer una plantacion
comercial, para ello realiz6 una investigacion con el tema “Determinacion de métodos
de propagacion sexual y asexual del mortifio (Vaccinium floribundum) con fines de
conservacion de la especie” la que tratd en utilizar dos ensayos, la primera por el
método sexual y la segunda por el método asexual manejando yemas, utiliz6 el medio
de cultivo WPM y MS al 50%, ademas utiliz6 reguladores de crecimiento como el
Acido naftalénico acético y Benzil amino purina; se requirieron noventa dias para
evaluar los resultados, logré buenos resultados en el tratamiento uno que fue el ensayo
sexual por semillas que obtuvo un 56,66% de germinacion esto en medio de cultivo

MS, mientras que el medio WPM obtuvo un porcentaje de germinacion del 46,36%.

2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Origen del Mortifio

En la region Andina se desarrollan grandes extensiones de agricultura tradicional y
propia del lugar, es un gran escenario para quienes no desean perder cultivos
autoctonos, en los Andes podemos encontrar gran variedad de especies vegetales

nativas dentro de los 2500 m.s.n.m hasta los 4300 m.s.n.m. (Coba et al. 2012).

Segun Coba et al. (2012), indica que también se denominaba Perla Negra al fruto del
mortifio, el mortifio desde tiempos remotos ha sido una de las bases fundamentales de
alimentaciones de quienes habitan los Andes, muy conocida y usada hasta antes de la
llegada de los esparfioles. Actualmente y pese a que muchos extranjeros han querido
invadir los paramos Andinos con especies traidas de otros paises, no lo han logrado,
muchas especies como el mortifio logran adaptarse bien a la invasion y

afortunadamente siguen en su habitat natural.

Muchos ingeniosos chefs han visto a este cultivo como un tesoro ya que es una de las

especies endémicas del Ecuador, estos expertos en la cocina hacen que el mortifio sea



transformado en deliciosos postres, ademas que desde hace tiempo se ha tomado al
mortifio como elemento principal para la elaboracion de la tradicional colada morada,
de igual forma el consumo de esta baya le trae grandes beneficios a la salud (Gallardo
2015).

2.2.2 Clasificacion botéanica

En el Ecuador se encuentran tres especies de mortifio mas reconocidos, de los cuales
dos son nativas y una de ellas es endémica, estas son: (Vaccinium floribundum),
(Vaccinium crenatum) y (Vaccinium distichum Luteyn). (Vaccinium floribundum) es
una especie de los Andes que se distribuye por las provincias de Azuay, Bolivar,
Cafiar, Cotopaxi, Chimborazo, Carchi, Loja, Morona Santiago, Napo, Pichincha,

Sucumbios, Imbabura, Tungurahua y Zamora (Gallardo 2015).

Cuadro 1. Taxonomia del Mortifio

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium
Especie V. floribundum

Fuentes: (Universidad Nacional de Colombia 2019)

2.2.3 Morfologia del mortifio

Es un arbusto que puede llegar a medir hasta 2,5 m de altura, de hojas simples y
pequefias su margen es aserrado y su nervadura es pinnada, presenta inflorescencia en

racimos de hasta 1,5 cm de longitud, céliz articulado de 3 a 4 mm de largo, corola en



forma cilindrica de 6 a8 mm de largo se presenta en color blanquizco o rosada, el fruto
es una baya en tonos azuladas a negras, son redondos y pueden mediar de 5 a 8 mm de
didmetro (Loor 2016).

2.2.4 Requerimientos edafoclimaticos

Cuadro 2: Requerimientos Agroecoldgicos y Edéaficos del Mortifio (Vaccinium
floribundum Kunt)

Temperatura Desde los 8°C hasta los 16°C

Clima Frio — templado

Humedad Desde el 60% hasta 80%

Precipitacion 800 mm/afio hasta los 2000 mm/afio

Altitud 1000 m.s.n.m - 4500 m.s.n.m.

Textura Suelos arenosos, humiferos, sueltos y deben

contener materia organica

Acidez pH comprendido entre 4y 6

Relacion C/N 13:14
Fuente: (Mayorga 2012)

2.2.5 Beneficios del mortifio en la salud

El fruto del mortifio tiene gran contenido de azucar, asi como también minerales,
antioxidantes, vitaminas del complejo B y C, minerales como potasio, calcio y fésforo
(Coba et al. 2015).

El consumir el mortifio ayuda a restablecer los niveles de azlcar en la sangre cuando
las personas tienen problemas de diabetes o hipoglicemia, ayuda a los problemas
digestivos, previene el cancer (EI Mundo 2007). Ademas, consumir las flores ayuda

a tratar afecciones nerviosas, ayuda a evitar problemas de inflamacién en las vias



urinarias, reduce el riesgo de contraer enfermedades cardiacas y ayuda a limpiar la

grasa que se acumula en las arterias (Gallardo 2015).

2.2.6 Valor nutricional del mortifo

Cuadro 3: Contenido nutricional del Mortifio

Componentes Cantidad (g/100g)
Agua 83,2
Carbohidratos 15,3
Fibras 1,5
Proteinas 0,7
Grasas 0,5
Pectinas 0,5
Azucares totales 10-14
Sacarosa 0,24
Fructosa 4,04
Glucosa 3,92
Contenido solidos s6lidos 10,1 - 14,2
solubles
Vitaminas 100
Acido ascorbico 14

Fuente: (Mayorga 2012)

2.2.7 Propagacion vegetativa

2.2.7.1 Propagacion sexual

Este tipo de propagacion se la realiza mediante el uso de semillas, es un tipo de
reproduccion mas utilizado en todo el mundo, tienen una alta versatilidad genética es

decir tienen caracteristicas muy resistentes que la propia naturaleza les brinda con el



fin de adaptarse al medio en el que se encuentren, existe una gran variabilidad en
relacion a su descendencia ya que los individuos que nacen por semillas son muy
diferentes a la planta madre. La semilla de (Vaccinium floribundum) no es apta para
secado, si se realiza ese procedimiento antes de la siembra estas semillas nunca

germinaran, es decir son semillas recalcitrantes (Chamorro 2019).

2.2.7.2 Propagacion asexual

Este tipo de propagacion también llamado propagacion vegetativa o clonacion,
consiste en que, a partir de la obtencién de un tejido, célula u 6rgano como tallo, hojas,
raices o0 ramas, se dara origen a otra planta con caracteristicas iguales a la planta madre,
teniendo en cuenta que las condiciones ambientales como temperatura, sanidad, luz y
nutrientes sean aptas para su desarrollo y crecimiento. Esta reproduccion se enfoca en
la obtencion de plantas de alta calidad y tolerantes a diferentes tipos de estrés, asi como
resistentes a plagas y enfermedades, ademas busca que estas caracteristicas ideales se

transfieran de generacion en generacion (Rojas et al. 2004).

Para la propagacion vegetativa asexual del mortifio se proponen dos métodos que son
la propagacion por estacas y estaquillados, ambos métodos no son costosos son faciles
y répidos de instalar, se debe tener muy en cuenta la calidad del sustrato en el que va
a plantar, observar que tenga las caracteristicas necesarias para que las estacas y
estaquillas puedan generar raices sanas y fuertes que le ayuden a alimentarse de
nutrientes posteriormente y obtener una evolucién mas rapida y uniforme (Chamorro
2019).

Aqui también se incluye la propagacion por yemas axilares o esquejes sembrado bajo
un medio de cultivo y hormonas que ayuden al crecimiento para lograr buenos
resultados, este proceso debe ser cuidadoso, se requiere de un espacio aséptico, una

buena desinfeccion de los explantes y esterilizacion de materiales (Chamorro 2019).



2.2.7.3 Cultivo in vitro

La técnica de cultivo in vitro consiste en seleccionar una parte vegetal como puede ser
semilla, tallo, nudo, meristemo, hoja, antera, apice, entre otros segmentos y colocarlos
en un medio estéril nutritivo gelificado usualmente semisolido, a partir de estas se
generard una o varias plantas nuevas. Actualmente la técnica de cultivo in vitro es una
de las més utilizadas para el establecimiento de plantas con el objetivo de cultivar

especies vegetales sanas y con caracteristicas genotipicas definidas (Intagri 2021).

Esta técnica es utilizada para la propagacion de mortifio in vitro mediante esquejes,
seleccionando la planta madre con caracteristicas sanas libre de plagas y

enfermedades.

2.2.8 Medios de cultivo

El medio de cultivo es un conjunto de nutrimentos y componentes que poseen factores
de desarrollo y crecimiento, cada especie tiene una formulacion diferente ya que no
todas necesitan los mismos nutrientes para poder desarrollarse en un medio artificial.
El medio de cultivo debe estar bajo condiciones controladas de humedad, temperatura
y luz, que conjuntamente con los nutrientes incluidos en su formula ayudaran al
progreso y evolucion de los explantes que posteriormente generaran érganos que le
ayuden a crecer y echar raices. Para poder lograr una respuesta positiva a este tipo de
cultivo se tiene que seleccionar el material vegetal de una planta madre con

caracteristicas adecuadas y que tengan una buena edad ontogenética (Intagri 2021).

2.2.8.1 Composicion del medio de cultivo

El medio de cultivo debe contener elementos necesarios y fundamentales que le ayude

al desarrollo de la planta. Generalmente estan compuesto de:

e Sales inorganicas



Aqui intervienen los macronutrientes como son: nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), de estos elementos de requiere en mayor
cantidad y en bajas dosis, pero que de igual forma son necesarios podemos encontrar
elementos denominados micronutrientes como: hierro (Fe), cobalto (Co), zinc (Zn),
molibdeno (Mo) y boro (B), se recomienda no utilizar en altas dosis ya que puede
ocasionar toxicidad a los explantes (Chamorro 2019).

e Fuentes de carbono

Esta dentro de los compuestos organicos, son los encargados de generar fuentes de
energia a la planta dentro de estos podemos encontrar a la glucosa y sacarosa, estos
proveen de elementos tales como el carbdn, hidrégeno y oxigeno. Cuando la planta
crece en campo abierto son suministradas de forma natural con estos elementos cuando

realizan el proceso de fotosintesis (Chamorro 2019).
e Vitaminas

Son fuente importante para la division celular y desarrollo de la planta, generalmente
se presentan las tiaminas, el acido nicotinico, el inositol y las piridoxinas, ademas se
pueden agregar la biotina y el &cido pantoténico. Las vitaminas se hacen en soluciones

concentradas y ademas son solubles en agua (Mufioz 2004).
e Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento intervienen en el desarrollo de la planta estos pueden
ser compuestos quimicos o fitohormonas es decir que son generados por la propia

planta. Las hormonas mas importantes son:

Auxinas: las variedades encontradas son AlA, AIB, 2,4-D, Acido o-naftalenacético
(NAA) (sintético). A nivel vegetal ayuda a la formacion y crecimiento longitudinal del
tallo, promueve la produccién de raices y aumenta la dominancia apical. A nivel
celular ayuda a la divisién, elongacién, diferenciacion celular, ayuda a la
permeabilidad celular, produccion de proteina y disminucion de presion en la pared

celular, su precursor organico es L-Triptofano (Alcantara et al. 2019).

Giberelinas: principales variedades encontradas en su forma activa GAL, GA2, GAS3,

ayuda a promover el crecimiento de frutos, en el desarrollo de la flor y en la division
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celular, ademés induce al crecimiento radicular, permite la inhibicién de pigmentos en

frutas, asi como también refuerza la germinacién de las semillas (Fichet 2017).
e Citoquininas

Antama (2017) menciona que, las citoquininas son fitohormonas que ayudan a la
diferenciacion y division celular, ademés de intervenir en el desarrollo y crecimiento
de la planta. Las variedades de citoquinina encontradas son la Kinetina, Zeatina,
Benciladenina y 4-hidroxifeniletil alcohol. Intervienen en toda la planta desde la
induccidén de raices, deterioro estructural de las hojas y estimula la generacion de
brotes (Alcantara et al. 2019).
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CAPITULO Il

3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La propagacién por cultivo in vitro y por estacas para la produccién de plantulas de

mortifio, muestran diferencias significativas en tiempo y porcentaje de prendimiento.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General

Evaluar dos métodos de propagacion para la produccion de mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth).

3.2.2 Objetivos especificos

e Obtener plantas de (Vaccinium floribundum Kunth) en condiciones

semicontroladas mediante estacas.

e Establecer in vitro explantes tomados a partir de plantas silvestres.
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CAPITULO IV

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 UBICACION DEL ENSAYO

La investigacion se realizé en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el cantdn
Cevallos, provincia de Tungurahua, localizado a una altura de 2850 m.s.n.m. las
coordenadas geograficas son: 78°35°00” longitud Oeste y 01°24°27” latitud Sur.

4.2 CARACTERISTICAS DEL LUGAR

Los ensayos para la propagacion por estacas y establecimiento in vitro de Vaccinium
floribundum se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal bajo condiciones
de ambiente controlado, el mismo que esta instalado en los Laboratorios de
Investigacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato.

4.3 EQUIPOS Y MATERIALES

4.3.1 Materiales propagacion por estacas

Este método de propagacion es muy utilizado en la agricultura para generar nuevas
plantas de una manera mas sencilla y a corto plazo, depende ademas del sustrato,
hormonas o compuesto quimico gue se adicione al suelo para que la estaca enraice mas
rapido y asi poder obtener plantulas homogéneas y de buena calidad (Hagiwara y
Sisaro 2016).

4.3.1.1 Materiales
e Planta madre del mortifio
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e Estacas procedentes de la planta madre
e Tierra negra de paramo

e Humos

e Fundas plasticas negras pequefias
e Guantes

e Agua de lluvia

e Vasos de plasticos pequefios

e Vasos de precipitacion

e Matraces

e Varilla de agitacion

e Peras de succion

e Pipetas

e Papel aluminio

e Cucharas dosificadoras

e Enraizador Raizal 400

e Enraizador Induktor

e Papel desechable

e Tijeras podadoras

e Tanque 200 litros

4.3.1.2 Equipos
e Balanza electrénica

e Refrigeradora

4.3.2 Propagacion in vitro

El cultivo in vitro en los Gltimos afios ha formado parte de un gran avance en la
biotecnologia y consiste en aislar muestras de tejidos, 6rganos o células vegetales de

la planta y colocarlas en un medio nutritivo bajo condiciones climaticas artificiales. A
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partir de estos explantes se obtendran plantas sanas con rasgos genéticos especificos
(Intagri 2021).

4.3.2.1 Materiales

Planta madre del mortifio

Esquejes obtenidos de la planta madre del mortifio

Medio MS

Medio AM

Tween 20

Azucar

Phytagel

Agua destilada
Alcohol al 70%
Alcohol industrial
Cloro al 5%
Recipientes de vidrio
Cajas Petri

Matraces

Vasos de precipitacion
Mechero

Papel aluminio
Probeta

Pinzas

Bisturi

Lamina

Fosforo

Cucharas de laboratorio
Guantes

Papel desechable
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4.3.2.2 Equipos
e Cémara de flujo laminar

e Balanza eléctrica
e Autoclave
e Microondas

e Refrigerador

4.3.3 Equipos de oficina
e Laptop

e Esferos

e Cuaderno de apuntes

e Marcadores permanentes
o Stikers fosforescentes

e Calculadora

e Céamara fotogréafica

e Regla

44 FACTORES EN ESTUDIO

4.4.1 Factores en estudio propagacion por estacas

e Suelo de paramo
e Humus

e Aplicacion del enraizador Raizal 400 a los 15, 30, 45 dias, en dosis de 5 g en

500 ml de agua de lluvia

e Aplicacion del enraizador Induktor a los 15, 30, 45 dias, en dosis de 2,5 ml en

500 ml de agua de lluvia

4.4.2 Factores en estudio para la propagacion in vitro

e Medio de cultivo MS
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e Medio de cultivo AM

45 TRATAMIENTOS

45.1 Tratamientos propagacion por estacas

Se utilizaron cuatro tratamientos con diez repeticiones cada una, con dos sustratos

diferentes que fueron suelo de paramo y humus, ademas se utilizaron dos enraizadores

diferentes, Raizal 400 e Induktor como se detalla a continuacion en el cuadro 4.

Cuadro 4: Tratamientos ensayo por estacas

NUMERO SIMBOLOGIA

DESCRIPCION

1 T1 Suelo de paramo + Raizal 400
2 T2 Humus + Raizal 400

3 T3 Suelo de paramo + Induktor
4 T4 Humus + Induktor

45.2 Tratamientos establecimiento in vitro

Se utilizaron dos tratamientos con diez repeticiones cada una, con diferente medio de

cultivo como se detalla en el cuadro 5.

Cuadro 5: Tratamientos ensayo in vitro

NUMERO SIMBOLOGIA DESCRIPCION

1

Medio de cultivo MS

2

Medio de cultivo AM
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4.6 DISENO EXPERIMENTAL

Los ensayos se realizaron con un disefio experimental completamente aleatorizado.

4.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

4.7.1 Recoleccidn de muestras

El ensayo comenzo6 con la seleccion de las plantas madres de mortifio, al observar
detenidamente el medio se seleccionaron dos plantas madres que presentaban
caracteristicas favorables, estaban libre de plagas y enfermedades, eran las plantas méas
grandes y frondosas de color verdoso atrayente. Con la ayuda de una tijera de podar
bien desinfectada se procedio a cortar tallos jovenes y adultos, luego se colocé en papel
peridédico hiumedo se envolvio y se coloco dentro de una funda pléstica, esto con el
objetivo de que permanezcan frescas hasta llegar al laboratorio y colocarlas en el
refrigerador. Las muestras recolectadas se utilizaron tanto en el ensayo por estacas

como in vitro.

4.7.2 Procedimiento propagacion por estacas

Para el ensayo por estacas de mortifio se procedio a dividir muestras de estacas en
cuatro grupos de diez, que posteriormente fueron expuestos a diferentes tratamientos
para poder comprobar cual de ellos resulta méas eficiente para lograr el desarrollo de

brotes que posteriormente generara una nueva planta.

Se tomaron cuarenta fundas plasticas perforadas, en las veinte primeras fundas se
colocé suelo negro de paramo, esta tierra se recolectd directamente del lugar en donde

crece el mortifio. En las siguientes veinte fundas se procedié a colocar humus.
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Figura 1: Recoleccion de muestras de tallos de mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth).

Figura 2: Sustratos en fundas plasticas.

Se tomaron las muestras del mortifio, se procedidé a medir y cortar las estacas a una
longitud de 25 cm cada una, en total se tomaron 40 muestras de estacas entre tallos
jovenes y maduros. Ademas, se retiraron las hojas dejando en la estaca unos 10 cm

con hojas para permitir que de ahi nazcan los nuevos brotes.
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Figura 3.- Medicion y corte de 40 estacas.

Una vez recortadas las estacas, se procedieron a preparar las soluciones del enraizador.
En primera instancia se tomo el enraizador Raizal 400, el mismo que fue disuelto 5 g
en 500 ml de agua de lluvia, esta solucion preparada se colocd en un vaso de
precipitacion de 75 ml, se tomaron las primeras 20 estacas y se sumergieron en la

solucién aproximadamente 10 cm de su base, dejandolas por un periodo de 10 minutos.

Se procedio a preparar la solucion con el enraizador Induktor, se utilizaron 2,5 ml en
500 ml de agua de lluvia. Se tomaron 20 estacas y se sumergieron en la solucion unos

10 cm de su base, se dejaron sumergidos durante 10 minutos.

Pasados los 10 minutos se retiraron las estacas de las soluciones, las primeras 20
estacas sumergidas en la solucion Raizal 400 se colocaron en las primeras 10 en fundas
que contenian suelo de paramo v las siguientes 10 en fundas que contenian humus. Las
20 estacas que estaban sumergidas en solucion Induktor se colocaron a su vez en 10

fundas con suelo de paramo y las ultimas 10 en fundas con humus.
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Con los 425 ml restantes de cada solucion, se procedié a hacer un riego edéfico en

cada tratamiento. Por Gltimo, se procedid a su identificacion con rétulos.

Figura 5.- Estaca sumergida en enraizados Induktor.
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Figura 6.- Estacas colocadas en sus respectivos sustratos.

4.7.3 Procedimiento propagacion in vitro

Para realizar este ensayo se utilizaron dos medios de cultivo el MS (Murashinge y
Skoog) y AM que consiste en mezclar la mitad de la composicidn que se encuentra en
el medio MS. Es necesario recalcar que para realizar todo el trabajo en laboratorio se

utiliz6 mandil, mascarillas y guantes para evitar cualquier contaminacion.

4.7.3.1.1 Preparacion de medios MS y AM

Para la elaboracién de 250 ml de medio MS:

» Con laayuda de una balanza electronica se procedio a pesar: 7,5 g de sacarosa,
0,5 g de phytagel y 1,11 g de MS.

» Los elementos pesados se colocaron en un matraz que contenia 250 ml de agua
destilada, se coloco papel aluminio para tapar y se ajustd con ligas elasticas, se

procedio a batir hasta tener una mezcla homogénea sin grumos.
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Figura 7.- Matraces con los medios de cultivo.

> Se etiquetd y se llevo a la autoclave para esterilizar alrededor de 45 minutos a
121 °C.

Figura 8.- Esterilizacion en autoclave.

» Terminado el tiempo se retird de la autoclave y se dejé enfriar.

» Antes de usar la camara de flujo laminar se limpi6 con alcohol al 70% y cloro
al 5%, posteriormente se dejo actuar la luz ultravioleta alrededor de 5 minutos,
pasado este tiempo de apago la luz ultravioleta se prendié la luz normal.

» En la cAmara de flujo laminar se colocaron los frascos de vidrio previamente
esterilizados.

» En los frascos de vidrio de coloco el medio MS en una cantidad de 25 ml en
cada frasco, se cerrd bien los frascos, se etiquetd y se dejo pasar un dia para
que el medio este apto para la siembra.

» Los frascos se dejaron dentro de la camara de flujo laminar hasta el dia de la

siembra.
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Figura 9.- Frascos esterilizados dentro de la cAmara de flujo laminar.

Figura 10.- Frascos con medio de cultivo y etiquetados.

Para la elaboracion de 250 ml de medio AM

» Para el medio AM se pesaron las siguientes cantidades, tomando en cuenta
que los elementos son la mitad del medio MS, excepto el phytagel: 3,75 g de
sacarosa, 0,5 g de phytagel y 0,555 g de medio MS.

» Una vez obtenida la mezcla uniforme se realizé el mismo procedimiento que

con el medio MS.

4.7.3.1.2 Preparacion de hipoclorito de sodio al 3% para esterilizacion de esquejes

Se tomo cloro al 5%, para obtener un hipoclorito al 3% se realiz6 una regla de tres, en
donde 3% se multiplicé para 100 ml de solucién y se dividié para el 5%, dando como
resultado 60 ml de NaClO y para obtener 100 ml de solucion se colocé 40 ml de agua
destilada.
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0,3% x 100ml
5%

= 60 ml NaClO + 40 ml H.0

4.7.3.1.3 Siembra in vitro de esquejes

> Se procedi6 a limpiar con alcohol y cloro la cdmara de flujo laminar, una vez
limpia se colocaron todos los materiales estériles a utilizarse en el trabajo.

> Setomaron las muestras de tallo, se colocaron en un vaso de precipitacion y se
procedio a lavar en agua cada uno de los tallos, posteriormente se coloco dentro
de la camara de flujo laminar.

» Con la ayuda de una placa, pinzas y bisturi se procedio a cortar los esquejes
aproximadamente de 2,5 cm, se recortaron 20 esquejes, cabe recalcar que estos
cortes se realizaron en tallo jévenes y adultos.

» Se tomaron los cortes y se colocaron en un vaso de precipitacion que contenia
alcohol al 70%, se dejo sumergido por 5 minutos.

» Se retiraron las muestras del alcohol y se lavaron con agua destilada para que
no quede restos de alcohol.

» Una vez lavado, se tomaron los esquejes y se colocaron en el hipoclorito de
sodio al 3%, a esta solucion se le agregaron 5 gotas de Tween 20, aqui se
mantuvieron sumergidas por 15 minutos.

» Pasado este tiempo se procedid a retirar los esquejes del hipoclorito y se
realizaron tres lavados en agua destilada para eliminar completamente el

hipoclorito de sodio y el Tween 20.

Figura 11.- Esquejes sumergidos en hipoclorito.
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» Setomaron los esquejes y se colocaron en papel esterilizado para secar un poco
el agua que tenia.

> Con la ayuda de las pinzas se tom6 uno por uno los esquejes y se colocaron en
los respectivos frascos que contenian los medios de cultivo, diez frascos que

contenian en el medio MS y los ultimos diez contenian medio AM.

Figura 12.- Esquejes sembrados

» Posteriormente los frascos fueron transferidos al cuarto de cultivo en donde se
mantuvieron en total oscuridad por 7 dias.

» Pasados los 7 dias se retiraron del cuarto oscuro improvisado y se colocaron en
las repisas donde se mantuvieron con luz artificial 12 horas luz/dia para que los

brotes puedan desarrollarse.

Figura 13.- Frascos colocados en repisas con luz artificial 12h/luz/dia.

4.8 VARIABLES RESPUESTA

4.8.1 Propagacion por estacas
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4.8.1.1.1 Vigor de las estacas al inicio del ensayo

Se pudo observar que a los 14 dias después de la siembra, las estacas del T2 y T4
empezaron a marchitarse y finalmente a los 29 dias después de la siembra todas las
estacas de estos tratamientos se marchitaron por completo y murieron. En cuanto a las
estacas del T1 a los primeros 14 dias se mantuvieron verdes, pasado 2 meses del
ensayo, 6 de estacas se mantuvieron verdes y 4 de ellas se encontraron en proceso de
marchitez, en el T3 de igual forma a los 2 meses se mantuvieron verdes 7 estacas y 3

estacas se marchitaron.
Esta variable fue medida estableciendo los siguientes rangos:
1: estacas vigorosas

0: estacas marchitas

4.8.1.1.2 Numero de brotes

En las estacas del T2 y T3 no se obtuvo ningun brote, ya que estas se marchitaron por
completo al mes de iniciar el estudio. Mientras que en los T1 y T3 se obtuvieron brotes
en 6 estacas diferentes, al culminar el primer mes de observacion se pudo obtener de
1 hasta 5 brotes por estaca que se siguieron desarrollando hasta finalizar el segundo
mes en donde se observo que los brotes obtenidos se establecieron y mantenian una

apariencia sana.

4.8.1.1.3 Longitud de brote

La longitud del brote se midi6 a los 15, 30 y 45 dias. Se pudo observar que de las 6
estacas que dieron brotes sanos tuvieron medidas de entre 1cm, 2cm, 2,5cm, 3cm,

3,5cm y 5,5cm respectivamente, cada uno se midié con la ayuda de una regla.
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4.8.1.1.4 Vigor de la base de las estacas

Al finalizar los dos meses del ensayo se pudo apreciar que las bases de las estacas del
T1 empezaron a necrosar, mientras que las bases de las estacas del T3 se mantenian
verde y con crecimiento de raicillas. De los T2 y T4 no se obtuvieron resultados de
esta variable, ya que como se mencioné anteriormente estas estacas se secaron al

primer mes de haber instalado el ensayo.
Esta variable fue medida estableciendo los siguientes rangos:
1: base de estacas vigorosas

0: base de estacas marchitas

4.8.2 Propagacion in vitro por esquejes

4.8.2.1.1 Porcentaje de contaminacion

Se observo que la contaminacion era alta. Después de sacar los frascos del cuarto
oscuro y colocarlos a 12 horas luz/dia el desarrollo de hongos era mas rapido, el
problema radicd en que no se pudo encontrar un método adecuado para la desinfeccion
del esqueje, ya que las muestras se obtuvieron de plantas silvestres, mas no de una
planta establecida bajo condiciones controladas, a los frascos contaminados se los
separd y se colocaron en otra repisa, mientras que los frascos no contaminados se
siguieron manteniendo bajo condiciones de luz hasta finalizar con el ensayo. Para

obtener esta variable se realizé la siguiente ecuacion.

L n° de esplante contaminados
% de contaminacion = - x100
n° de explantes por tratamiento

Esta variable fue medida estableciendo los siguientes rangos:
1: explantes no contaminados

0: explantes contaminados
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4.8.2.1.2 Esquejes vigorosos

En los frascos no contaminados, se mantuvieron esquejes vigorosos, es decir, esquejes
verdes que mostraban desarrollo de brotes sanos y con posibilidad de que a futuro

nazca una nueva planta.
Esta variable fue medida estableciendo los siguientes rangos:
1: esquejes vigorosos

0: esquejes marchitos

4.9 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Los datos de las variables respuestas fueron procesados utilizando el programa
estadistico SPSS (version 26.0). A los datos se comprobaron los criterios de
distribucién normal (Prueba de Kolmogérov-Smirnov) y de homogeneidad de

varianza (prueba de Levene).
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CAPITULO V

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion plantas de V. floribundum en condiciones semicontroladas
mediante estacas.

En el primer ensayo se observd el mayor vigor de las estacas en los sustratos

compuestos a base de suelo de paramo e Induktor, asi como la mezcla de suelo de

paramo con Raizal 400 (tablal).

Tabla 1. Influencia del tipo de sustrato sobre el vigor de la estaca evaluado al inicio

del ensayo
) Estaca vigor al inicio
Tratamientos N
Rango promedio  Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 26,00 a 60%
Humus + Raizal 400 10 14,00 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 28,00 a 70%
Humus + Induktor 10 14,00 b 32,5%

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba H de Kruskal
Wallis para p<0.05 (n=10)

El proceder para el enraizamiento de las estacas fue similar a lo informado por
Rimachi (2020), sin embargo, el mejor resultado que obtuvo este autor fue cuando
utilizo6 aserrin de pino blanco mientras que en nuestro estudio fueron los sustratos
compuestos por suelo de paramo mas Raizal 400, asi como suelo de paramo mas
Induktor. El uso de la técnica macro propagativa mediante estacas resulto eficiente de

modo similar a lo planteado por (Mufioz 2004).
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A los 15 dias no se observaron diferencias estadisticas significativas respecto a la

influencia del tipo de sustrato sobre el nimero de brotes emitidos por las estacas (tabla

2).

Tabla 2. Influencia del tipo de sustrato sobre el nimero de brotes a los 15 dias de

montado el ensayo

NUmero de brotes 15 dias

Tratamientos N
Rango promedio  Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 20,50 0
Humus + Raizal 400 10 20,50 0
Suelo de paramo + Induktor 10 20,50 0
Humus + Induktor 10 20,50 0

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba H de Kruskal

Wallis para p<0.05 (n=10)

A los 30, 45 y 60 dias los tratamientos compuestos por suelo de paramo mas Raizal
400 y suelo de paramo con Induktor mostraron un mayor nimero de brotes (tabla 3,

tabla 4 y tabla 5).

Tabla 3. Influencia del tipo de sustrato sobre el niUmero de brotes a los 30 dias de

montado el ensayo.

NUmero de brotes 30 dias

Tratamientos N
Rango promedio  Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 22,60 a 30%
Humus + Raizal 400 10 18,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 22,40 a 20%
Humus + Induktor 10 18,50 b 12,5%

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba H de Kruskal

Wallis para p<0.05 (n=10)
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Tabla 4. Influencia del tipo de sustrato sobre el nimero de brotes a los 45 dias de

montado el ensayo.

Nuamero de brotes 45 dias

Tratamientos N
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 22,30 a 20%
Humus + Raizal 400 10 18,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 22,70 a 40%
Humus + Induktor 10 18,50 b 15%

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segln la prueba H de Kruskal Wallis
para p<0.05 (h=10)

Tabla 5. Influencia del tipo de sustrato sobre el niUmero de brotes a los 60 dias de

montado el ensayo.

NuUmero de brotes 60 dias

Tratamientos N
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 23,40 a 50%
Humus + Raizal 400 10 17,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 23,60 a 60%
Humus + Induktor 10 17,50 b 27,5%

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba H de Kruskal
Wallis para p<0.05 (n=10)

Rodriguez y Morales (2015) determinaron igualmente diferencias significativas en el
namero de brotes de Vaccinium determinando que los factores densidad de explantes
y volumen de medio fueron los que mayor influencia tuvieron sobre el nimero de
brotes. Sin embargo, a pesar que en nuestros resultados la variable nimero de brotes
mostré diferencias significativas pero nuestros resultados fueron evaluados en bolsas
en lugar del ecosistema in vitro. Asimismo, Rache y Pacheco (2010) para determinar
las mejores condiciones de multiplicacién in vitro seleccionaron la variable nimero de

brotes.

32



La longitud del brote a los 15, 30 y 45 dias fue mayor en los tratamientos compuestos
por suelo del pAramo mas Raizal 400 y suelo de paramo con Induktor (tabla 6, tabla 7

y tabla 8).

Tabla 6. Influencia del tipo de sustrato sobre la longitud del brote a los 15 dias de

montado el ensayo.

Longitud del brote establecido 15 dias

Tratamientos N
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 27,90 a 1,9 %
Humus + Raizal 400 10 10,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 33,10 a 2,4 %
Humus + Induktor 10 10,50 b 1,08 %

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segtn la prueba H de Kruskal Wallis

para p<0.05 (h=10)

Tabla 7. Influencia del tipo de sustrato sobre la longitud del brote a los 30 dias de

montado el ensayo.

Longitud del brote establecido 30 dias

Tratamientos N
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 35,50 a 5,5 %
Humus + Raizal 400 10 10,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 25,50 a 1,25 %
Humus + Induktor 10 10,50 b 1,69 %

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba H de Kruskal

Wallis para p<0.05 (n=10)

En relacion con la longitud del brote Hine y Abdelnour (2013) determinaron que en
condiciones in vitro el mayor valor lo alcanzaron con el 2ip promovié la mayor
longitud de los brotes a diferencia de nuestros resultados donde no se necesit6 utilizar

citoquininas para estimular el crecimiento de los brotes.
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Tabla 8. Influencia del tipo de sustrato sobre la longitud del brote a los 45 dias de

montado el ensayo.

Longitud del brote establecido 45 dias

Tratamientos N
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 35,50 a 35%
Humus + Raizal 400 10 10,50 b 0%
Suelo de paramo + Induktor 10 25,50 a 2 0
Humus + Induktor 10 10,50 b 1,38 %

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba H de Kruskal Wallis
para p<0.05 (n=10)

El mayor vigor en la base de la estaca se logré con el tratamiento compuesto a base de
suelo de paramo mas Induktor, ademas fue el Unico donde la base de la estaca no se

necroso (tabla 9).

Tabla 9. Influencia del tipo de sustrato sobre el vigor en la base de la estaca.

Vigor base de la estaca

Tratamientos n
Rango promedio Medias reales
Suelo de paramo + Raizal 400 10 15,50 b 100% necrosadas
Humus + Raizal 400 10 15,50 b 100% necrosadas
Suelo de paramo + Induktor 10 35,50 a 100% sin necrosis
Humus + Induktor 10 15,50 b 100% necrosadas

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba H de Kruskal Wallis
para p<0.05 (n=10)

En relacion con la variable vigor en la base de la estaca Trevisan et al. (2008) la
evaluaron como un indicador de éxito durante el enraizamiento de estacas herbaceas
de Vaccinium aungue utilizaron como enraizante el &cido indolbutirico lo cual no fue

utilizado en nuestro estudio.
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5.2 Establecimiento in vitro de explantes tomados a partir de plantas silvestres.

En relacién con el porcentaje de contaminacién del primer ensayo fue similar para
ambos medios de cultivo tanto en la primera como en la segunda evaluacion.
Asimismo, en la tercera evaluacion no se observaron diferencias en el porcentaje de

explantes vigorosos (tabla 10).

Tabla 10. Influencia del tipo de medio de cultivos sobre el porcentaje de
contaminacién y de explantes vigorosos en la fase de establecimiento in vitro del

primer ensayo.

% de explantes

% de contaminacion del primer ensayo vigorosos

Tratamientos n  Primera evaluacion Segunda evaluacion Tercera evaluacion

Suma de Medias Suma de Medias Suma de Medias

rangos reales rangos reales rangos reales
Mediode = 15 10500 40 10500 100 10500 0
cultivo MS
Mediode 15 105,00 40 10500 100 105,00 0
cultivo AM

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba U de Mann Whitney para p<0.05
(n=10)

El porcentaje de contaminacion del segundo ensayo mostré que el mayor porcentaje
de contaminacion en la primera evaluacion se alcanzo en los frascos de cultivos que
contenias el medio de cultivo MS; sin embargo, en la segunda evaluacion el mayor
porcentaje de contaminacién se detectd en el medio AM, en la tercera evaluacion no

se observaron diferencias en el porcentaje de explantes vigorosos (tabla 11).

El porcentaje de contaminacion en el tercer ensayo mostrd que el mayor porcentaje de
contaminacién en la primera evaluacion correspondio a los frascos que contenian el
medio de cultivo AM. En la segunda no existieron diferencias en el porcentaje de

contaminacién entre los medios de cultivo MS y AM, con respecto a la tercera
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evaluacion no se mostrd diferencias entre el porcentaje de explantes vigorosos (tabla
12).

Tabla 11. Influencia del tipo de medio de cultivos sobre el porcentaje de
contaminacién y de explantes vigorosos en la fase de establecimiento in vitro del

segundo ensayo.

% de contaminacién del segundo ensayo % de explantes vigorosos

] Primera evaluacion  Segunda evaluacion Tercera evaluacion
Tratamientos n 9

Sumade Medias Sumade Medias Suma de Medias

rangos reales rangos reales rangos reales
Mediode 5 155004 70 5500b 80 155,00 100
cultivo MS
Mediode 0 oonop 40 155008 90 155,00 100
cultivo AM

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segin la prueba U de Mann Whitney para
p<0.05 (n=10)

Tabla 12. Influencia del tipo de medio de cultivos sobre el porcentaje de
contaminacién y de explantes vigorosos en la fase de establecimiento in vitro del tercer

ensayo.

% de contaminacion en el tercer ensayo % de explantes vigorosos

. Primera evaluacion  Segunda evaluacion Tercera evaluacion
Tratamientos
Sumade Medias Sumade  Medias Suma de Medias
rangos reales rangos reales rangos reales
Mediode 55 9, 50 105,00 100 105,00 0
cultivo MS
Mediode 15 155004 90 105,00 100 105,00 0
cultivo AM

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba U de Mann Whitney para p<0.05
(n=10)
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El porcentaje de contaminacion en el cuarto ensayo mostré que el mayor porcentaje
de contaminacion en la primera evaluacion correspondio a los frascos que contenian
el medio de cultivo MS. En la segunda evaluacion no existieron diferencias en el
porcentaje de contaminacion entre los medios de cultivo MS y AM, en la tercera
evaluacion no se mostraron diferencias en el porcentaje de explantes vigorosos tanto
para el cultivo MS y AM (tabla 13).

Tabla 13. Influencia del tipo de medio de cultivos sobre el porcentaje de
contaminacién y de explantes vigorosos en la fase de establecimiento in vitro del

cuarto ensayo.

% de contaminacion del cuarto ensayo % de explantes vigorosos

Tratamientos 1 Primera evaluacion  Segunda evaluacion Tercera evaluacion
Sumade Medias Sumade Medias Suma de Medias
rangos reales rangos reales rangos reales
Mediode 1) 155008 40 105,00 70 155,00 30
cultivo MS
Mediode ., o5 5o 20 105,00 70 155,00 30
cultivo AM

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba U de Mann Whitney para p<0.05
(n=10)

El porcentaje de contaminacion en el quinto ensayo mostrd que el mayor porcentaje
de contaminacidn en la primera y segunda evaluacién correspondio a los frascos que
contenian el medio de cultivo MS. En la tercera evaluacion el mayor porcentaje de

explantes vigorosos se mostraron en el cultivo AM (tabla 14).

En relacion con la variable porcentaje de contaminacion en la fase de establecimiento
in vitro de plantas del género Vaccinium, Bocanegra et al. (2019) usaron con mucho
éxito esta variable para determinar la eficiencia de la propagacion in vitro de
arandano (Vaccinium corymbosum L.) a partir de yemas axilares obteniendo
solamente de un 15 a un 20% de contaminacién. En nuestro estudio los valores

elevados del porcentaje de contaminacion fueron provocados, ya que se utilizaron
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explantes directamente tomados de plantas originadas a partir de estacas de
condiciones de campo. En especies como Vaccinium corymbosum también se ha
utilizado con éxito la variable porcentaje de contaminacion como indicador de
eficiencia en el establecimiento in vitro de segmentos nodales en medio de cultivo

semisdlido (Toapanta 2021).

Tabla 14. Influencia del tipo de medio de cultivos sobre el porcentaje de
contaminacién y de explantes vigorosos en la fase de establecimiento in vitro del

quinto ensayo.

% de contaminacion del quinto ensayo % de explantes vigorosos

Tratamientos Primera evaluacion  Segunda evaluacion Tercera evaluacion
Sumade Medias Sumade  Medias Suma de Medias
rangos reales rangos reales rangos reales
Mediode 4 155004 20  15500a 60 55,00 b 20
cultivo MS
Mediode o5 5o 10 55,00 b 30 155,00 a 50
cultivo AM

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas segtn la prueba U de Mann Whitney para p<0.05
(n=10)
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CAPITULO VI

6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

Al finalizar esta investigacion se puedo determinar que el método por estacas fue el

mas eficiente que el método in vitro para la propagacién de V. floribundum.

Mediante el método de estaquillado se obtuvieron plantas de V. floribundum en
condiciones semicontroladas, en donde se logro observar que las estacas que
estuvieron con el tratamiento de suelo de paramo fueron las que mas tiempo
sobrevivieron manteniéndose verde y desarrollando nuevos brotes. Las estacas que
tuvieron el tratamiento de humus no lograron sobrevivir ya que no se adaptaron al tipo

de suelo, finalmente terminaron por marchitarse entre las primeras cuatro semanas.

A partir de segmentos nodales de plantas de V. floribundum se logro establecer in vitro
explantes tomados a partir de plantas silvestres, que mantuvieron su vigor y no se
contaminaron. Cabe recalcar que este método de propagacién no es conveniente,
porque lo que se busca es un desarrollo rapido y como se pudo observar en tres meses

de pruebas en laboratorio no se alcanz6 obtener un tamafio apropiado para las plantas.

6.2 RECOMENDACIONES

Establecer un banco de plantas donantes bajo condiciones semicontroladas para

garantizar calidad fisioldgica y fitosanitaria de los explantes.

Probar otros explantes de plantas donantes de V. floribundum.
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Identificar los microorganismos causantes de la contaminacion en la fase de

establecimiento in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de material vegetal
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Anexo 4. Instalacion ensayo in vitro

Tratamiento 2 suelo de paramo + Induktor
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Anexo 6. Esquejes in vitro vigorosos sin contaminacion

Anexo 7. Estacas del tratamiento 2 y 4
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Anexo 8. Estacas tratamiento 1y 3
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