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RESUMEN

Vaccinium corymbosum “ardandano”, es un frutal que pertenece a la familia de las Ericaceae
que posee un alto valor nutricional y medicinal. La biotecnologia vegetal emplea la
micropropagacion como una herramienta que permita la obtencidn de numerosos plantines
en una menor proporcion de tiempo, para ello es necesario estandarizar la concentracion de
medios de cultivo y reguladores de crecimiento. Ante la necesidad de un mayor
conocimiento en esta area, se propuso como objetivo de investigacion determinar la
concentracion optima de la 6-bencilaminopurina (BAP) en medio Murashige y Skoog,
1962. La fase experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Papa y Cultivos Andinos de la Universidad Nacional de Trujillo. Donde se utilizaron
entrenudos provenientes de plantas madres previamente tratadas y acondicionadas, para ser
establecidas en medio de cultivo Murashige y Skoog con cinco tratamientos de BAP: T1 (0
ppm), T2 (8 ppm), T3 (10 ppm), T4 (12 ppm) y TS5 (15 ppm). Se emple6d un disefio
experimental completamente al azar, aplicando ANOVA y Tukey. Se encontr6é diferencias
significativas entre los tratamientos, para las variables longitud de tallo (0.0403< p) y
numero de hojas (0.0132< p) en el establecimiento in vitro. Se concluye que el BAP a la
concentracion de 15 ppm es el mas Optimo para la micropropagacion in vitro de V.

corymbosum “arandano”.

Palabras clave: Micropropagacion, arandano, 6-bencilaminopurina, acido indolbutirico,

Murashige y Skoog.

ABSTRACT

Vaccinium corymbosum "cranberry" is a fruit that belongs to the family of Ericaceae that has
a high nutritional and medicinal value. Plant biotechnology uses micropropagation as a tool
that allows obtaining numerous seedlings in a smaller proportion of time, for this it is
necessary to standardize the concentration of culture media and growth regulators. Given
the need for greater knowledge in this area, it was proposed as a research objective to
determine the optimal concentration of 6-benzylaminopurine (BAP) between Murashige

and Skoog, 1962. The experimental phase was developed in the Biotechnology Laboratory
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of the Institute of Potato and Andean Crops of the National University of Trujillo. Where
internodes from previously treated and conditioned mother plants were used, to be
established in Murashige and Skoog culture medium with five BAP treatments: T1 (0 ppm),
T2 (8 ppm), T3 (10 ppm), T4 (12 ppm) and TS5 (15 ppm).A completely randomized
experimental design was used, applying ANOVA and Tukey. Significant differences were
found between treatments, for the variables stem length (0.0403 <p) and number of leaves
(0.0132 <p) in the in vitro establishment. It is concluded that the BAP at the concentration of

15 ppm is the most optimal for the in vitro micropropagation of V. corymbosum "cranberry".

Keywords: Micropropagation, cranberry, 6-benzylaminopurine, indolbutyric acid,

Murashige and Skoog.
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INTRODUCCION

El arandano, es un frutal nativo de
Norteamérica que pertenece a la familia
Ericaceae, abarca entre 400 y 500
especies distribuidas desde el Asia hasta
Los Andes. El arandano se caracteriza por
ser un arbusto erecto, con altura variable
segin la especie (0,3 a 7,0 m), de hojas
alternas, caducas o perennes y de gran
longevidad. El 35% de las especies son
nativas de América correspondiendo el
25% a Norteamérica y 10% a Centro y
Sudamérica. De todas las especies, V.
corymbosum es la mas cultivada y
comercializada en el mundo, por la gran
demanda que presenta debido a su sabor y
a las propiedades antioxidantes que
presenta (Reque, 2014; Brenes, 2015). El
fruto es una baya esféricade 0.7 cma 1.5
cm de diametro, los cuales, se caracterizan
por su valor nutritivo, contenido de fibra,
elevado aporte de potasio, contenido de
vitamina A y C, bajo nivel caldrico y
actividad antioxidante. Esta ultima
caracteristica proviene de su alta
concentracién en antocianinas y
proantocianidinas (Prior et al., 1998;
Ehlenfeldt & Prior, 2001; Sellapan et al.,
2002; Zheng & Wang, 2003). Se le
cataloga como cultivo nutracéutico,
debido a que el consumo de sus frutos
contribuye con disminuir el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares,
inhibe el crecimiento de células
cancerosas, asi como previene
enfermedades neurodegenerativas
(Heinonen et al., 1998; Seeram, 2008),
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por estos motivos se ha convertido en uno
de los frutos con mayor demanda en la
actualidad y una especie de gran interés
economico y medicinal.

Se conoce que propagacidon por semilla
botanica conllevaria a problemas
economicos y fitosanitarios, por lo cual es
necesario implementar estrategias de
nnovacion, tales como el cultivo in vitro
(Bhojwani & Dantu, 2013; Castafieda et
al., 2014; Lopez et al., 2008). La
biotecnologia vegetal garantiza mayor
multiplicacién clonal, sanidad vegetal,
estabilidad genética y uniformidad en
cuanto a crecimiento y produccidn en una
gran gama de cultivos (Suarez &
Quintero, 2014; Vazquez et al., 2014;
Oviedo et al., 2015). La
micropropagacidén vegetativa de
arandanos, ha contribuido con Ila
expansion del cultivo por todo el mundo
(Hinrichsen et al., 2009). Uno de los
aspectos de gran importancia y de los
cuales depende el éxito de la
micropropagacion, es el medio de cultivo,
ya que cada especie necesita
determinadas caracteristicas nutritivas
para su 6ptimo desarrollo. Existiendo una
gran diversidad de medios de cultivo, los
cuales constan de sales minerales,
vitaminas, aminodcidos, azlcares y
reguladores de crecimiento (Murashige &
Skoog, 1962).

Los reguladores del crecimiento son ttiles
para el establecimiento y crecimiento de
los cultivos de tejidos vegetales (Kucera

et al., 2005).Dentro de este grupo de
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reguladores de crecimiento estan las
citoquininas y auxinas. Las citoquininas
provocan la division celular y el retraso de
la senescencia junto con la estimulacion
del desarrollo de las yemas laterales,
mientras que las auxinas son reguladores
del crecimiento que promueven el
alargamiento y division celular (Kende &
Zeevaart, 1997). Ante la necesidad de un
mayor conocimiento en esta area, se
propuso como objetivo de investigacion
determinar la concentracidon optima de la
6-bencilaminopurina (BAP) en medio
Murashige y Skoog, 1962.

MATERIALES Y METODOS

Adquisicion y registro del material
biolégico: Las plantas de V. corymbosum
“arandano” fueron adquiridas del
Proyecto Especial Chavimochic,
Campamento San Jos¢ (Virua, La Libertad,
Peru). Las cuales fueron transportadas al
invernadero del Laboratorio de
Biotecnologia del Instituto de la Papa y
Cultivos Andinos .Una rama florifera fue
llevada al Herbarium Truxillense (HUT)
de la Universidad Nacional de Trujillo,
para su identificacion y registro, donde se
le asigno el codigo N°59726.

Preparacion del medio de cultivo MS
(1962): Para la preparacion de 150 ml de
medio de cultivo se emplearon 15 mL de
solucion de MS (1962), 4.5 gramos de
sacarosa, 1.2 gramos de agar y agua
destilada en cantidades suficientes. Se

dispenso el medio de cultivo en 90 frascos
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de penicilina, considerando cinco
tratamientos con diferentes
concentraciones del 6-bencilaminopurina
(BAP): T1 (0 ppm), T2 (8 ppm), T3 (10
ppm), T4 (12 ppm) y T5 (15 ppm) (figura
1). Finalmente el medio de cultivo
preparado fue autoclavado para su
posterior uso en la fase de establecimiento

invitro.

Establecimiento in vitro de V.
corymbosum: Las plantas madres fueron
tratadas 24 horas antes de la escision de
los entrenudos con una solucion del
fungicida “Benlate” 1 g/L. Los
entrenudos de 1.5 cm de largo fueron
cortados y llevados a la cdmara de flujo
laminar donde se desarroll6 el protocolo
de desinfeccion, empleando alcohol de
70° por un lapso de 30 segundos y lejia al
2% por 2 minutos. En todos los casos
después de cada desinfeccion, los
entrenudos se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se introdujeron
directamente en el medio de cultivo
previamente autoclavado; Luego fueron
transportados al cuarto de incubacion a
una temperatura de 32.5°C, humedad
relativa de 64.3% y fotoperiodo de 16/8.
La evaluaciéon de la contaminacidon se
realizd una vez por semana durante 4
semanas. Transcurrido este tiempo, se
realizd la evaluacion periddica de los
explantes hasta obtener un aproximado de
40 unidades muestrales, tomando como
parametros de evaluacién: numero de

hojas y longitud del tallo por explante.
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Disefio experimental y analisis estadistico cinco unidades muestrales por
Se aplico el disefio experimental tratamiento. Se aplicd la prueba de
completamente al azar, con la técnica de analisis de varianza (ANOVA) y la prueba
asignacion al azar. Se usaron cinco de comparaciones multiples de los
tratamientos y 18 unidades muéstrales por promedios de Tukey, con un alfa de 0.05,
tratamiento en la fase de establecimiento empleando el programa InfoStat version
in vitro. Para la fase de enraizamiento ex 2018.

vitro se consider6 tres tratamientos y

Tabla 1. Cantidad de Medio de cultivo MS y BAP (50 ppm) en mililitros empleada para la

fase de establecimiento in vitro de acuerdo a los tratamientos establecidos.

Componentes Tl T2 T3 T4 T5
(Oppm)  (8ppm)  (10ppm) (12Zppm) (15 ppm)

Medio de cultivo

MS (mL) 27 22.7 21.6 20.5 18.9
BAP 50 ppm(mL) 0 4.3 5.4 6.5 8.1
RESULTADOS la longitud de tallo y nimero de hojas,

existiendo diferencias significativas entre
En las figuras 1 y 2 se observa el efecto de los tratamientos para ambas variables.

la concentracidn del 6-bencilaminopurina

(T1,T2,T3,T4, T5) enlalongitud de tallo Por otro lado las tablas 5 y 6 se muestra la
y namero de hojas de V. corymbosum a los Prueba de Comparaciones Multiples
34 dias del establecimiento in vitro en Tukey para determinar el efecto del 6-
medio MS (1962), respectivamente, bencilaminopurina a diferentes
obteniendo mejores resultados en los concentraciones (T1, T2, T3, T4, TS), en
tratamientos que presentaron la longitud del tallo y numero de hojas de
concentracion de BAP. Las tablas 3 y 4 se V. corymbosum, durante el
muestra el analisis de varianza (ANOVA) establecimiento in vitro en medio MS
para determinar el efecto del 6- (1962) respectivamente, obteniendo
bencilaminopurina, a diferentes mejores resultados a 15 ppm (T5).

concentraciones (T1, T2, T3, T4, TS), en
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Figura 1. Efecto de la concentracion del 6-bencilaminopurina (T1, T2, T3, T4, T5) en la

longitud de tallo de V. corymbosum a los 34 dias del establecimiento in vitro en medio MS
(1962).

W' DEHDJAS

Figura 2. Efecto de la concentracion del 6-bencilaminopurina (T1, T2, T3, T4, T5) en el

nimero de hojas de V. corymbosum a los 34 dias del establecimiento in vitro en medio
MS (1962).

Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto del 6- bencilaminopurina,
a diferentes concentraciones (T1, T2, T3, T4, T5), en la longitud de tallo de V. corymbosum
durante el establecimiento in vitro en medio MS (1962).

F.V. SC gl CM F p-
valor
Modelo 1286 4 321 2.62 0.0403

Tratamiento 12.86 4 321 2.62 0.0403
Error 104.1 85 1.23
Total 117.06 89
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Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto del 6- bencilaminopurina,
a diferentes concentraciones (T1, T2, T3, T4, T5), en el nimero de hojas de V. corymbosum
durante el establecimiento iz vitro en medio MS (1962).

E.V. SC gl CM F p- valor
Modelo 24038 4 60.09 3.36 0.0132
Tratamiento 24038 4  60.09 3.36 0.0132
Error 1529.22 85 17.87
Total 1759.60 89

Tabla 5. Prueba de comparaciones multiples Tukey para determinar el efecto del 6-
bencilaminopurina a diferentes concentraciones (T1, T2, T3, T4, T5), en la longitud del

tallo de V. corymbosum durante el establecimiento in vitro en medio MS (1962).

Tratamiento Medias n E.E

Tl 0.36 18 026 A

T3 1.24 18 026 A B
T4 1.25 18 026 A B
T2 1.28 18 026 A B
T5 1.41 18 0.26 B

Ttabla 6. Prueba de comparaciones multiples Tukey para determinar el efecto del 6-
bencilaminopurina a diferentes concentraciones (T1, T2, T3, T4, T5), en el nimero de hojas

de V. corymbosum durante el establecimiento in vitro en medio MS (1962).

Tratamiento Medias n E.E
T1 0.89 18 1.00 A
T4 4.00 18 1.00 A B
T5 4.17 18 100 A B
T2 4.94 18  1.00 B
T3 5.67 18  1.00 B
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S

Figura 3. Efecto del 6- bencilamimopurina en los tratamientos (T1, T2) pertenecientes a la

fase de establecimiento in vitro de V. corymbosum alos 34 dias.

DISCUSION

El mejor desarrollo de los explantes
utilizando el medio Murashige & Skoog
(MS) 1962 se debid a su alta
concentraciéon en iones amonio NH,
(20.6 mM), iones nitrato NO, (39.4 mM),
iones cloro CI' (6.0 mM) y MoO, (1.0
mM), ademdas de concentraciones
relativamente bajas de Ca, PO, , Mg y
Cu" siendo confirmado por estudios de
Cassells & Curry (2001); A diferencia del
medio de cultivo WPM que es un medio
de baja concentracion en sales (Lloyd &
McCown, 1981).

Por otro lado las diferencias significativas
entre los tratamientos para las variables
longitud de tallo (0.0403 <p) y nimero de
hojas (0.0132 < p) demostradas mediante
el andlisis de varianza (Tablas 3 y 4)
demuestran la influencia del efecto del 6-
Bencilaminopurina a diferentes
concentraciones. Siendo el mejor
resultado, T5 a 15 ppm, comprobado
mediante la Prueba de Tukey (o= 0.05).

Probablemente se deba a que las

113

citoquininas juegan un papel relevante en
el cultivo de tejidos vegetales,
especialmente en la induccion de la
division celular y el control de la
morfogénesis (Taiz & Zeiger, 2008; Ruzic
et al., 2012). Investigaciones sostienen
que el BAP es sustancial para la
elongacién de explantes, logrando
optimizar el medio de cultivo. Sin
embargo concentraciones elevadas
favorecen la excesiva desdiferenciacion 'y
formacidn de los callos celulares. El bajo
rendimiento del T1 (tablas 3 y 4) debido a
la ausencia del BAP, con un menor
desarrollo de brotes, indica que no solo la
composicion del medio de cultivo afecta
el desarrollo de yemas, sino que ademas,
tanto el tipo de citoquinina, como la
concentracion, interactuan afectando de
manera directa la induccién de
crecimiento y desarrollo de yemas
axilares en explantes de Vaccinium,
demostrando asi que el T1 al tener 0 ppm
del BAP, no estimuld la proliferacion
celular a nivel de los brotes (George et al.,
2008).
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CONCLUSIONES

Se concluye que el BAP a la concentra-
cion de 15 ppm es el mas Optimo para la
micropropagacidn in vitro de V.

corymbosum “arandano”.
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