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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrolld un protocolo para establecer, multiplicar
utilizando un biorreactor de inmersion temporal y enraizar in vitro Rubus idaeus (frambuesa)
variedad Heritage. Se probaron 4 métodos de desinfeccion de segmentos nodales como
explantes utilizando alcohol al 70% mas hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.5%, donde se
compararon los tiempos de exposicion, 10 y 15 minutos, con la adicion y omision de Tween
20 al 0.1%. Se disefi6 y construyd un biorreactor de inmersion temporal basado en el modelo
SETIS™ para la multiplicacion de los brotes, se evaluaron los tiempos (3, 4 y 5 minutos) y
frecuencias (2, 3 y 4 veces al dia) de inmersion en un medio MS suplementado con 1mg/L
de BAP y 0.5mg/L de GA3 con 30g/L de sacarosa. Luego, se analizaron diferentes
concentraciones de las auxinas AIA (1.0 y 1.5 mg/L), IBA (0.2, 0.5y 1.0 mg/L) y ANA (0.5,
1.0 y 1.5 mg/L) en un medio MS, cuya concentracion fue reducida a la mitad (2 MS) para
el enraizamiento de los brotes. Ademas, se evalud el efecto de la reduccion de la
concentracion de la sacarosa a 15 g/L en la fase de multiplicacion, tanto in vitro como en
biorreactor y en todos los tratamientos de enraizamiento. Finalmente, se evalu¢ la eficiencia

de cultivo in vitro frente a biorreactor para la multiplicacion de Rubus idaeus.

El mejor tratamiento de desinfeccion fue un lavado en alcohol 70% por 2 minutos, seguido
de NaClO al 2.5% con Tween 20 al 0.1% durante 15 minutos; obteniendo un 60% de
viabilidad, 20% de oxidacion y 20% de contaminacion. Se determind que 4 minutos de
inmersion 3 veces al dia fue la configuracion optima para multiplicar los brotes, logrando un
coeficiente de multiplicacion de 3.6 y una longitud media de 1.06 cm, sin embargo, no hubo
diferencia significativa entre las configuraciones. Se logré un 100% de enraizamiento y 4
raices por brote de 3.19 cm utilizando 0.5 mg/L. de ANA, donde todos los tratamientos
tuvieron diferencia estadisticamente significativa. En concentraciones mayores a 0.2 mg/L
de IBA y mayores a 0.5 mg/L de ANA se desarrollaron callos basales en los brotes. La
reduccion de la sacarosa no tuvo efecto significativo en la multiplicacion in vitro. Sin
embargo, si hubo efecto al emplear biorreactor, ya que aumentd considerablemente el
coeficiente de multiplicacion llegando a 5.8. En cuanto al enraizamiento, se observo que con
1 mg/L de AIA mejor6 la formacion de raices hasta 4.2 por brote de 2.12 cm, mientras que,
con 0.5 mg/L de ANA se desarrollaron callos basales. Por ultimo, se determin6 que el uso
de biorreactor logré superar en coeficiente de multiplicacion (5.8), altura (1.31 cm) y aspecto

de los brotes frente al cultivo in vitro.
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ABSTRACT

In the present research work, a protocol was developed to establish, multiply using a
temporary immersion bioreactor and root in vitro Rubus idaeus (raspberry) cultivar Heritage.
Four disinfection methods of nodal segments as explants were tested using 70% alcohol plus
2.5% sodium hypochlorite (NaClO), where exposure times were compared, 10 and 15
minutes, with the addition and omission of 0.1% Tween 20. A temporary immersion
bioreactor based on the SETIS™ model was designed and built for shoot multiplication, the
immersion times (3, 4 and 5 minutes) and frequencies (2, 3 and 4 times a day) in MS media
supplemented with 1 mg/L BAP and 0.5 mg/L GAs with 30 g/L sucrose were evaluated.
Then, different concentrations of the auxins IAA (1.0 and 1.5 mg/L), IBA (0.2, 0.5 and 1.0
mg/L) and NAA (0.5, 1.0 and 1.5 mg/L) were tested in MS media, which concentration was
reduced by half (1/2 MS), for shoot rooting. In addition, the effect of reducing the sucrose
concentration to 15 g/L. was evaluated in the multiplication phase, both in vitro and in a
biorreactor, and in all rooting treatments. Finally, the efficiency of in vitro versus bioreactor

culture for the multiplication of Rubus idaeus was evaluated.

The best disinfection treatment was a wash in 70% alcohol for 2 minutes, followed by 2.5%
NaClO with 0.1% Tween 20 for 15 minutes; which 60% viability, 20% oxidation and 20%
contamination was obtained. It was determined that 4 minutes of immersion 3 times a day
was the optimal configuration to multiply the shoots, with a multiplication coefficient of 3.6
and an average length of 1.06 cm, however, there was no significant difference between the
configurations. A 100% rooting and 4 roots per 3.19 cm shoot were achieved using 0.5 mg/L
of ANA, where all treatments had statistically significant differences. At concentrations
greater than 0.2 mg/L of IBA and greater than 0.5 mg/L of ANA, basal calluses developed
on the shoots. The reduction of sucrose had no significant effect on in vitro multiplication.
However, there was an effect when using a bioreactor, since it considerably increased the
multiplication coefficient reaching 5.8. Regarding rooting, it was observed that with 1 mg/L
of IBA, root formation improved up to 4.2 of 2.12 cm per shoot, while with 0.5 mg/L of
ANA, basal calluses developed. Finally, it was determined that the use of a bioreactor
managed to overcome the multiplication coefficient (5.8), height (1.31 cm) and appearance

of the shoots compared to in vitro culture.

KEY WORDS: bioreactor, disinfection, rooting, multiplication, Rubus idaeus
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INTRODUCCION

Rubus idaeus (frambuesa) es un arbusto lefioso y perenne de la familia de las Rosaceas, del
género Rubus. Es una planta que se adapta al clima frio [}, cuyo fruto es popular y atractivo

por su contenido bioactivo 3!y es altamente demando a nivel mundial.

Su fruto es de color rojo gracias a su contenido en antocianinas y ha demostrado ser
beneficioso para la salud debido a su alto contenido en fibra, antioxidantes > como
flavonoides, taninos, estilbenoides y 4cidos fendlicos, asi como vitamina B7, C, Ky E 4],
Ademads, se ha demostrado que la frambuesa tiene propiedades anticancerigenas, en el
control de diabetes, obesidad y enfermedades neurodegenerativas usando su fruto, hojas y

raices 4,

El cultivo de frambuesa estd en constante crecimiento y competitividad a nivel mundial.
Segun la FAO, principales productores de frambuesa son Rusia, México, Polonia, Serbia y
Estados Unidos ). Pert tiene gran potencial para competir en el mercado internacional como
actualmente hace Chile y México . Sin embargo, la disponibilidad y los métodos de
propagacion convencional de la frambuesa no son muy eficientes para incrementar el

ntiimero de plantas en campo 1.

Existen muchas variedades de frambuesa %) como Meeker, Heritage y variedades Santas
cultivadas en Chile; Maravilla, Carmina y Erika en México; y variedades europeas como
Willamette, Polka y Polana. Segun International Raspberry Organization (IRO), la variedad

cultivada en Pert es Heritage, siendo la mas adecuada para el cultivo en Arequipa [!!

> ya
que es una variedad de fructificacion bianual y su fruto puede ser destinado al consumo en

fresco y congelado 121,

La frambuesa a nivel comercial se propaga por hijuelos y brotes etiolados [, pero no
aseguran una propagacion uniforme o libre de enfermedades. Asimismo, existen métodos
modernos como el estaquillado de raiz, pero se necesitan plantas madres dptimas obtenidas

por técnicas biotecnologicas [,

Las técnicas biotecnologicas de cultivo in vitro y micropropagacion permiten multiplicar por
clonacion especies de plantas libres de virus, con las caracteristicas deseadas y subsanando

la eficiencia de la propagacion convencional '3, También, existe un gran interés por el uso
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de biorreactores de inmersion temporal, que brindan una mejor eficiencia y mayor

produccion de plantas ['415],

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo contribuir con el desarrollo de un
protocolo para la propagacion in vitro de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage a
partir de segmentos nodales utilizando biorreactores de inmersion temporal (BIT),
permitiendo la produccion de un mayor nimero de plantas en un menor tiempo y espacio,

asi como un mayor tamafo y mejor adaptabilidad a la aclimatacion.
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HIPOTESIS

Dado que la frambuesa es un producto de interés comercial, cuya propagacion convencional
es insuficiente, y la aplicacion de biorreactores de inmersion temporal ha mostrado una
mayor eficiencia en su micropropagacion a nivel mundial, es probable que se pueda
desarrollar un protocolo adecuado para el establecimiento, multiplicacion en biorreactor de
inmersion temporal y enraizamiento in vitro para Rubus idaeus (frambuesa) variedad
Heritage, evaluando métodos de desinfeccion de segmentos nodales, condiciones de cultivo
como tiempo, frecuencia de inmersion, reguladores de crecimiento y concentraciones de

Sacarosa.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo para establecimiento, multiplicacion en biorreactor de inmersion
temporal (BIT) y enraizamiento in vitro de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage a

partir de segmentos nodales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de tratamientos de desinfeccion en diferentes tiempos de exposicion en

segmentos nodales como explantes de Rubus idaeus (frambuesa).

2. Disefiar y construir un biorreactor de inmersion temporal basado en el modelo SETIS™

para la fase de multiplicacion in vitro de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage.

3. Determinar la frecuencia y tiempo de inmersion Optimos en biorreactor de inmersion
temporal para la fase de multiplicacion de los explantes de Rubus idaeus (frambuesa)

variedad Heritage.

4. Evaluar el efecto de las auxinas AIA, IBA, ANA en la fase de enraizamiento de explantes

de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage en medio 2 MS.

5. Evaluar el efecto de la reduccion de la concentracion de sacarosa en la multiplicacion y

enraizamiento de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage.

6. Comparar la eficiencia de cultivo in vitro frente a cultivo en biorreactor de inmersion

temporal en la fase de multiplicacion de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage.
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Variables e indicadores.

Tipo de

. Variable Indicadores Unidades
variable
Tiempo de Tiempo de exposicion
exposicion en de explantes en el minutos
desinfectante desinfectante.
Numero de veces de
Frecuencia de inmersion de explantes .
" ., . 4 veces al dia
inmersion en medio de cultivo en
un dia.
Tiempo de inmersion de
. Tiempo de inmersion  explantes en medio de minutos
Independientes g
cultivo.
Concentracion de
Auxinas auxinas en el medio de mg/L
cultivo.
Ambiente de Uso de biorreactor y uso Biorreactor / in
multiplicacion de medio semisolido. vitro
. Concentracion de
Concentracion de .
sacarosa en el medio de g/L
sacarosa .
cultivo.
Fenolizacion/ Coloracion  negra o .
LY si/no
oxidacion parda en el explante.
I revivenci 1 xplan \
Viabilidad Sobrevivencia de los  explantes vivos /
explantes. total de explantes
Desarrollo de Longitud de brotes. cm
Dependientes  explante Brotes axilares. unidades
Eficiencia de Coeficiente de brotes finales/
multiplicacion multiplicacion. brotes iniciales
Longitud de raiz. cm
Desarrollo de raiz )
Numero de raices. unidades
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1. Generalidades de la Frambuesa
1.1. Taxonomia

De acuerdo con la base de datos de United States Department of Agriculture (USDA), la

frambuesa tiene la siguiente clasificacion ¢):

e Reino: Plantae
e Subreino: Tracheobionta

e Superdivision: Spermatophyta

e Division: Magnoliophyta

e C(lase: Magnoliopsida

e Subclase: Rosidae

e Orden: Rosales

e Familia: Rosaceae Juss. - Familia de rosas P
e (Género: Rubus L. - mora P

e [Especies: Rubus idaeus L

1.2. Descripcion botanica

La planta del frambueso es un arbusto lefioso que se caracteriza por ser caducifolio, perenne
y de habito bienal ['?!. Durante los primeros afios de vida los brotes se desarrollan de yemas
vegetativas ademas de la base de las cafias y cuando envejecen mayormente provienen de la

base de los tallos [171.

Su raiz so6lo abarca los primeros 30 cm del suelo y nace de una estructura llamada “corona”
B3], Se caracteriza por tener en gran parte raices delgadas (fibrosas), aunque posee algunas
raices gruesas que son las encargadas de sostener la planta y generar nuevos brotes gracias
a yemas adventicias [!l. La cantidad de retofios que produce la raiz varia de acuerdo a la variedad

y la edad de la planta (17,

Los tallos son bianuales y erectos, al tener un afio se arquean debido a los frutos y

dependiendo del cultivar pueden estar cubiertos de algunas espinas >!7], Puede diferenciarse
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de acuerdo a su etapa de crecimiento; se le llama primocaiia a brotes jovenes de primer afio

y floricafia a cafias lignificadas de dos afios, en esta tiltima etapa se da la fructificacion ['1.

En cuanto a las hojas son de forma ovalada con borde aserrado y nervios marcados, son
alternas, compuestas y estipuladas formadas con cinco o siete foliolos; ademas, el color del

haz es verde y el envés tiene un tono blanquecino con abundante vellosidad !/,

Las flores de frambueso son pequefias conformadas por una corola con cinco pétalos blancos
y aproximadamente cincuenta estambres y de sesenta a cien pistilos [!7). Contienen una gran

cantidad de polen y néctar que atraen a polinizadores como las abejas [,

Los ovarios fecundados dan origen a drupas que se agrupan alrededor de un receptaculo,
formando asi al caracteristico fruto de la frambuesa *!7). Cada drupa rodea a una pequefia semilla
con pulpa jugosa, su sabor se caracteriza por ser acidulado y aromatico. La fruta generalmente

es de color rojo, pero existen cultivares que tienen frutos de color amarillo, purpura y negro [,
1.3. Composicion quimica y propiedades nutracéuticas

La frambuesa se ha convertido en una fruta popular entre los consumidores, ya que posee un
aroma atrayente y se le considera dentro de las “super comidas” por su contenido bioactivo
6] En medicina tradicional se ha usado por mucho tiempo para tratar diferentes

enfermedades y se les atribuye a las hojas actividad antimicrobiana y anti cancerigena [°/.

Los principales antioxidantes que podemos encontrar en su composicion son flavonoides
(antocianinas, flavonoles y flavanoles), taninos (proantocianidinas, elagitaninos y
galotaninos), estilbenoides, acidos fenolicos (fenilpropanoide) y lignanos, ademas contiene

vitaminas (biotina, 4cido ascorbico, vitamina K y E), magnesio, hierro y omega-3 4!

Del grupo de los taninos, el que tiene una mayor concentracion en la frambuesa a
comparacion de otras frutas son los elagitaninos, estos compuestos representan hasta el 50%
de actividad antioxidante . Las antocianinas son las responsables del color rojo de las

variedades de frambuesa roja y contribuye alrededor del 20 o 25% de actividad antioxidante
[4,6]

En cuanto a los acidos fenodlicos se han detectado en frambuesa los siguientes: acido p-
cumdrico, 4cido cafeico y acido cafeoilquinico [, aunque su concentracion estd en menor

medida junto con los flavonoles y flavanoles [/,
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Los componentes de la frambuesa han demostrado tener beneficios en la salud humana; tiene
actividad anticancerigena a través de mecanismos como la inducciéon de enzimas
metabolizadoras, modulacion de la expresion de genes y su efecto en la proliferacion celular,
apoptosis y vias de sefializacion subcelular [°!. En especial los elagitaninos son eficaces contra
el cancer de cuello uterino, principalmente su componente Sanguiina H6 (mayor concentracion
en frambuesas rojas), que también es eficaz en modelos de inflamacién celular . El 4acido
elagico (forma simple de los elagitaninos) tiene la propiedad de evitar la reaccion en cadena

de radicales libres 8,

Adicionalmente, los taninos evidencian actividad inhibidora de la enzima alfa-amilasa,
positivo para el control de glucosa en diabetes tipo I *l. En estos estudios la accién contra la
enzima alfa-glucosidasa, la segunda enzima relacionada con la sintesis de glucosa a partir
de almidon, variaba en relacion con el contenido de polifenoles. Existen estudios en ratas
que demuestran que los polifenoles ayudan a mantener la secrecion de insulina y la
proteccion contra la oxidacion de las células beta, pero atin no se ha estudiado con extractos

de berries (bayas) 1.

Otras enfermedades en las que podria intervenir favorablemente serian en enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad y en enfermedades neurodegenerativas como el

Alzheimer !,
1.4. Variedades

Actualmente se puede encontrar muchas variedades de frambuesa porque existen diversos

programas de mejora genética que modifica las variedades tradicionales !

. Se pueden
clasificar por las caracteristicas de sus frutos, por la resistencia a plagas, habito de crecimiento,
origen, objetivo de produccion o la forma de fructificar (1?1, En este trabajo utilizaremos la

clasificacion por su forma de fructificar:
1.4.1. Variedades remontantes

Se denomina remontante a las variedades que dan dos cosechas por temporada, una es al
final del verano y la otra entre primavera y verano 11,
e Heritage: Esta variedad fue liberada en 1969 por la Universidad de Cornell en

o 15191 Es una variedad con un

Estados Unidos, es la mas cultivada en el mund
comportamiento promedio, sus frutos son medianos (2.2 g), de color rojo brillante,

de buena consistencia y dulzor (12.8° Brix); puede ser destinada al consumo en
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fresco y para congelado 21, Su maduracion es tardia pero muy productiva y de largo

periodo de cosecha [!l. La segunda cosecha, proveniente de los hijuelos, es de mejor

calidad (10121,

Lo atrayente de este cultivar para los agricultores es que es bastante resistente a

diversas enfermedades, se adapta facilmente a climas y sus cafias no se doblan como

lo hacen otras variedades [1%2%,

e Amity: Se caracteriza por requerir mas de 1300 horas de frio para un buen
rendimiento %, Su fruto tiene un color rojo oscuro con tonalidades moradas, su
forma varia entre redonda y conica. Su cosecha es complicada debido a que la fruta
tiene una fuerte adhesion al receptaculo [,

e September: Su fruto es grande y de buena calidad, aunque su desprendimiento es
dificultoso, se puede usar para comercializar en fresco o congelado. Su maduracion
es temprana, productiva y tiene un largo periodo de cosecha [,

e Autumn Bliss: Esta planta tiene espinas moradas con brotes vigorosos y erectos. Su
fruto es grande de forma conica, tiene un mejor sabor y aroma que Heritage pero es
de consistencia blanda con fuerte adherencia al receptaculo, lo que la hace
inadecuada para la comercializacién en fresco -1,

e Fallgold: Su fruto es amarillo de poca acidez con buen sabor y aroma, es adecuado
para pequefios huertos familiares [,

e Ruby: Planta sin espina y generacion abundante de retofios [!°!. Su fruto es similar al
de Heritage [!!. Su desventaja es la forma irregular de maduracién del fruto, que afecta
directamente a su calidad !,

e Polka: Su rendimiento es alto y su fruto es de buen tamano con forma conica, de facil
manipulacion y transporte .

e Himbo Top®: Es una variedad suiza que se caracteriza por ser rustica, especialmente
es resistente a Phytophtora rubii ',

e Maravilla: Propiedad de la empresa Driscoll’s, tiene una mejor post-cosecha a
comparacion a otras especies y su fruto es de buen tamafio y sabor !/,

e Sugana, Erika y Amira: Provenientes de Italia, cultivares producto de cruces entre
Autumn Bliss (Sugana y Erika) y Polka (Amira) con Tulameen [!!. Tienen colores
claros y se caracterizan por ser productivas. El fruto de Sugana tiende a desgranarse

al momento de la recoleccion M,
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e Pacific Delux, Santa Catalina, Santa Clara y Santa Teresa: Cultivares originarios de
Chile. Pacific Delux es propiedad del grupo Hortifrut S.A. Se caracteriza por ser
vigorosa y resistente a enfermedades !!. Los tres cultivares Santa son similares, de

crecimiento semi-erecto y de excelente rendimiento (doblando a Heritage) 1%,
1.4.2. Variedades no remontantes

e Meeker: Liberada en 1967 en Washington, es otra de las variedades mas cultivadas
en el mundo ?°!. Planta bastante espinosa y vigorosa, de exigente acumulacion de
frio; no es sensible a enfermedades, pero no es adecuada para zonas altas [, La
calidad de su fruto para congelado rapido o individual Quick Frozen (IQF) es la
mejor 1029,

e Chilliwack: Su fruto tiene buenas caracteristicas, buena resistencia a la pudricion
post-cosecha y responde bien a la cosecha mecanizada !'*!'?!. Su desventaja es la
sensibilidad a la infeccion de Agrobacterium tumefaciens %,

e Comox: De alta productividad y fruto redondo, es ideal para ser procesado, pero no
para cosecha mecanizada 7],

e Tulameen: Originaria de Canada, su fruto es grande de color rojo brillante y firme
(1 Bs ideal para el mercado en fresco, pero es sensible al ataque de Botrytis y
Phytophthora "), Es la principal referencia de calidad para las frambuesas ['1.

e (Glen Magna: Variedad ideal para la industria del congelado ya que su fruto es grande,
conico y su color rojo se conserva durante el procesado [,

e Glen Lyon: Variedad escocesa sensible a infecciones fungicas, su fruto es
redondeado, mediano y de buena vida post-cosecha. Se adapté bien al sur de Espana
por el clima seco !,

e Gradina: Variedad resistente a la sequia y sensible a Botrytis, es adecuada para su
distribucion en fresco y la industria '],

e Malling Exploit: Es una planta fragil pero resistente al frio, ideal para cultivar en
zonas altas [!. Su fruto es rojo y de sabor suave, soporta sequias, pero no el
encharcamiento. Es adecuada para su consumo en fresco, aunque no soporta la
manipulacion ni el transporte [,

e Schoenemann: Es una planta bastante sensible a la cantidad de agua en el suelo y a
bajas temperaturas, pero tiene un alto rendimiento y su fruto es adecuada para

comercializar en fresco y congelado '],
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e Skeena: Tiene resistencia a bajas temperaturas, su fruto es apto para el mercado en
fresco o congelado 19,

e Willamette: Resistente al frio invernal pero no a heladas primaverales, sensible a
Botrytis. Su fruto es mediano y de un color rojo-purpura que se caracteriza por sabor

suave y poco aromético [,
1.5. Condiciones de cultivo

El frambueso proviene de regiones templadas en el Norte de Asia y Europa Oriental, por lo
que su 6ptimo desarrollo se da entre 14 y 19°C !9 Se puede adaptar a diversos climas,
aunque dependiendo de la especie y cultivar necesita un reposo invernal (horas frio) ['. La
temperatura es un factor importante, las bajas temperaturas o mayores a 22°C pueden
influenciar en el desarrollo, comportamiento productivo y la calidad de la fruta (119, La
temporada de lluvia y los vientos fuertes afectan negativamente a la fructificacion, es

recomendable su cultivo bajo plastico 101,

Requiere una humedad relativa entre 60 - 70% durante la plantacion y 40% durante la
cosecha, se debe evitar encharcamiento ya que aumenta el riesgo de infecciones flingicas en
las raices % Las técnicas de riego cominmente usadas son mediante surcos, riego por

goteo, microaspersion, microjet o cinta 2%,

Se puede adaptar a diversos tipos de suelos, pero el suelo ideal es aquel que sea liviano
(arenoso), con abundante materia organica, un pH entre 6-7 y menos de 150 ppm de
concentracion en bicarbonatos, cloruro y sodio 112!, Como todo frutal es indispensable

una buena preparacion del terreno de cultivo para un mejor desarrollo de las raices 2!/,

Para el establecimiento del cultivo es aconsejable usar plantas en estado vegetativo que

(10

provengan de produccion in vitro 1%, La distancia entre cada hilera debe ser entre 2,5 a 3

metros y si se quiere usar maquinaria hasta 3.5 metros; colocar dos plantas en medio metro

lineal y adicionalmente usar sistemas de conduccion segun lo requiera la planta 2!,

La poda de la frambuesa es importante, debe programarse de acuerdo a los habitos de

produccion de los cultivares, de las estaciones y segiin el objetivo de produccién 10291,

1.6. Técnicas de propagacion en campo

El frambueso es propagable ya sea por método sexual o asexual; el uso de las semillas solo

es aplicable cuando se tiene como objetivo generar una nueva especie. La utilizacion del
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método asexual generalmente es para producir plantas de viveros o huerto comercial !, A

continuacion, detallaremos las técnicas utilizadas para propagar en campo el frambueso:
1.6.1. Técnica tradicional

Esta técnica consta del establecimiento de un vivero en donde las plantas se colocaran a
menor distancia que en un huerto para comercializacion ['°. Esto tiene como objetivo
producir nuevos brotes directos de la estructura radical para volver a plantarlos !"1°. Aunque

es una técnica aceptada y correcta, no garantiza que las plantas resultantes estén sanas [,
1.6.2. Técnicas modernas
a. Propagacion por brotes etiolados

Se debe contar con plantas madre micropropagadas in vitro para garantizar la calidad
genética y sanitaria ['%. Luego se cosechan las raices en invierno, se desinfectan y cortan en
pedazos de 10 cm aquellas que tengan 3 mm de didmetro. Se siembran en un invernadero y
se espera a que los brotes tengan 3 o 4 hojas para cortar antes de la insercion de la raiz,
dejando una parte blanquecina (etiolado). Estos brotes pasan por un proceso de enraizado y

cuando la planta llega a 10 0 15 cm pasa a terreno de cultivo 1,
b. Estaquillado de raiz

Consiste en cortar el sistema radical por debajo de la corona de la planta, seleccionar raices
de 2 a 5 mm de didmetro y cortarlas en pedazos de 5 0 7 cm [l Se desinfecta y se lleva a
refrigerar por dos o tres semanas. Como siguiente paso, las raices se colocan en cajoneras
bajo un tunel de plastico para la generacion de brotes (dura tres semanas). Por ultimo, se
repican estos brotes en “pots” individuales y se espera a que tengan entre 10 y 15 cm de

longitud para pasarlos a tierra ['].

Las plantas madre deben haber sido obtenidas de micropropagaciéon in vitro, estar en
contenedores individuales y renovarse cada dos o tres afios [!l. Si las plantas se colocan en
campo durante el invierno deben tener mas de tres meses para que tenga mayor resistencia

al frio 2.

1.7. Importancia econémica

La demanda de las frambuesas va aumentando exponencialmente en el mundo, debido al
interés de los consumidores por beneficios para la salud ?!: Una taza de frambuesas puede

aportar 40% de vitamina C requerida y 32% de fibra [1®],
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Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
la produccién mundial de frambuesas en el afio 2020 ascendi6 a 895 771 toneladas ). Los
principales productores de frambuesa son la Federacion de Rusia, México, Polonia, Serbia
y Estados Unidos. El pais con mayor rendimiento promedio mundial es Suiza con 22,8

toneladas/hectarea, siguiendo México, Espafa y Portugal [71.

La produccion de frambuesa fresca en México tiene como principal destino Estados Unidos,
tuvo un gran crecimiento en los ultimos diez anos debido a la participacion de empresas

norteamericanas 2!

. Estados Unidos por su parte destina el 25% de produccion para
industria y 75% para consumo local de fruta fresca, maneja distintas variedades con un gran
rendimiento [2¥]. Chile hasta no hace mucho era de los principales paises productores a nivel
mundial llegando a obtener hasta 60 000 toneladas al afio, el 95% de frambuesa es para

comercializacién en congelado 3231,

En Pert no existe una industria establecida para la frambuesa aun, pero en 2022 segtin IRO
(International Raspberry Organization) el cultivo de frambuesa ocupaba 130 hectéreas, con
una produccion de 800 toneladas, de las cuales se exporto 5.5 toneladas con un valor de 16
000 délares como muestras a distintos paises [#?4. La frambuesa es una de las berries con
potencial de produccion en nuestro pais y esta incluida en el programa de berries de Sierra

y Selva Exportadora (%23,

2. Cultivo de tejido vegetal in vitro

El cultivo de tejidos vegetales consiste en varias técnicas para cultivar células, tejidos u
6rganos vegetales en medios artificiales y con un ambiente controlado [!*%6], Esta tecnologia
se basa en la capacidad de las células vegetales de volver a su estado meristematico y generar
tejidos, drganos o una nueva planta en condiciones favorables, conocida como totipotencia

(27.28]  puede darse con crecimiento desorganizado (agregados celulares) y crecimiento

organizado (formacién de una estructura definida) ¢,

2.1. Cultivo de 6rganos
Existen dos tipos de drganos cultivables:

a. Organos definidos: Su desarrollo ya esta definido con tamafio y forma; pueden ser
hojas, flores o frutos. Al ser meristemos limitados a la formacion de un 6rgano

especifico no es adecuado para la reproduccion de plantas 1261,
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b. Organos indeterminados: Se caracterizan por su crecimiento ilimitado y organizado;
se incluyen a los meristemos (apicales y axilares) y brotes sin flores. Se aplica para

s (2. En este grupo también esté el cultivo de embriones,

la propagacion de planta;
puede ser usado para el inicio de cultivo de callos o la germinacion de semillas con

incompatibilidad postcigética producto del cruce de especies ¢,
2.2. Cultivo de células desorganizadas

En este grupo se incluye el cultivo de callos; que son conjunto de células sin forma que se

13,26]

multiplican desordenadamente | Se aplica para iniciar cultivos unicelulares o

suspension de células, para estudios morfogenéticos y fisiologicos, produccion de

metabolitos secundarios y generar variaciones somaclonales 7],

La suspension de células se da en medio liquido con agitacion para que las células no se
agrupen (26271 Se usa en estudios de bioquimica, fisiologia celular, produccién de
metabolitos secundarios y experimentos de ingenieria genética ['*?°). Si se inmovilizan las

células en medio solidificado se utiliza para micropropagacién ¢!,

2.3. Cultivos unicelulares

Los protoplastos son células vegetales que no tienen pared celular 2%, Su cultivo es muy
importante para muchas técnicas de manipulacion genética ['¥. Varios estudios han

demostrado que para la multiplicacion de plantas es factible, aunque no es utilizado para ese

fin [26],
2.4. Micropropagacion

La micropropagacion se basa en el cultivo in vitro de tejidos vegetales, cuyo principal
objetivo es la propagacion vegetativa de especies vegetales ornamentales, medicinales o de
gran interés comercial 131, Actualmente se le considera una industria rentable en todo el

mundo 31,

Se puede dar por tres vias dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo: yemas

adventicias preexistentes, produccion de yemas de novo y embriogénesis somética 6],

Los protocolos de micropropagacion tienen como finalidad la multiplicacion rapida de la
planta de interés y ademas que conserve su material genético 8. El éxito y la calidad de las

plantas clones depende en gran medida de las plantas madre ).
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a. Ventajas

La micropropagacion tiene ventajas con respecto a la propagacion convencional en campo,
ya que requiere pequefias cantidades de espacio con mayor tasa de producciéon y en menor

tiempo [2630],

Los cultivos se pueden dar a partir de pequefias fracciones de la planta
(explante) y puede liberar de infecciones por virus [*%. Las plantas obtenidas se catalogan
como clones, ya que conservan la informacion genética y fenotipica, por lo que son mas

[13,30]

deseables para el agricultor La produccion no depende de estaciones y el

procedimiento no requiere mucha mano de obra ni materiales 31,
b. Desventajas

Se necesita un ambiente con equipos especializados, aumentado el coste de produccion 261,
Las plantas se mantienen en recipientes cerrados, las plantulas son més delicadas y pueden
perder agua al exterior facilmente y no son autétrofas (no hacen fotosintesis). Requieren de
un periodo de adaptacion para poder establecerse en campo 26, Otra limitante es la poca
disposicion de protocolos para especies dificiles de establecer in vitro (plantas recalcitrantes)

y la tendencia a variaciones somaclonales de algunos tipos de plantas 1>,
2.4.2. Etapas de la micropropagacion
a. Etapa 0, Preparacion y seleccion de la planta madre

Se selecciona a las plantas madre, deben tener una buena apariencia sin rastro de alguna
infeccion o enfermedad ?°. Debe contar con las caracteristicas agrondémicas para ser

propagada y ser tipica de la especie o variedad de interés 12631,

Las plantas que cumplan las anteriores caracteristicas deben ser aisladas en un ambiente
cerrado con buen control sanitario %), Puede aplicarse algiin tratamiento para evitar la
infeccién y contaminacion de la planta, la poda también se sugiere para estimular

crecimiento de yemas y realizar evaluaciones periddicas para evaluar la salud de la planta
26,30]

b. Etapa 1, Establecimiento del cultivo

Este paso consiste en colocar los explantes en el medio de cultivo artificial en condiciones
asépticas 1261, La desinfeccion superficial se realiza en esta etapa, comiinmente se utiliza
hipoclorito de sodio (0.5 a 1.5%), etanol al 70% y algunos tensoactivos; incluye un

minucioso enjuague con agua destilada estéril 2],
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El resultado depende del grado de adaptacion del explante e involucra varias fases %1, donde
los materiales vegetales que demuestran mayor regeneracion son tejidos meristematicos

s 21, En la primera fase o de aislamiento, el explante sufre estrés, debido a la

jovene
separacion de la planta madre, que puede producir fenolizacion o crecimiento exagerado de
organos vegetales. La segunda fase es de estabilizacion, donde hay crecimiento variable y
no proporcionado. Por ultimo, la etapa de produccion en la que ya se da la adaptacion del
explante, donde las respuestas fisioldgicas son proporcionales al espacio reducido y los

suplementos del medio de cultivo !,
c. Etapa 2, Multiplicacion

El principal objetivo de esta etapa es aumentar la produccion de brotes para los siguientes
subcultivos 2421, El medio se suplementa inicamente con citoquininas o en conjunto con
pequenias cantidades de auxinas, donde se debe determinar sus concentraciones por

evaluacion para evitar la formacion de callos y disminuir el riesgo de variaciéon somaclonal
[29,30]

El nimero de subcultivos se relaciona con el genotipo, la tasa de multiplicacion, el

crecimiento adventicio y la variabilidad genética (3%,
d. Etapa 3, Enraizamiento

En esta etapa se da la formacion de raices adventicias, cambiando a un medio que este

suplementado con mayor cantidad de auxinas 2%,

La capacidad de enraizar es variable entre las especies '), entonces la seleccion de la auxina
y su concentracion se deben definir segtin el tipo de planta y asi evitar la formacién de callos

en la base 1%,

Esta etapa es la mas costosa 2%, por eso a veces se emplea el enraizamiento ex vitro (fuera
del recipiente del cultivo) que juntaria las dos ultimas etapas de la micropropagacion; los
sustratos usados son la perlita o vermiculita o ambas junto con medio nutritivo 26293,

Algunas especies requieren solo enraizamiento in vitro para una buena adaptacion [,
e. Etapa 4, Aclimatacion (trasplante al medio ambiente)

as plantas que se desarrollan in vitro tienen nutricion heterotrofica y son ineficientes para
Las plant d 11 tro t t heterotrofi fi t
controlar la deshidratacion [*®*!l, La aclimatacién tiene como objetivo obtener una gran

cantidad de plantas adaptadas a condiciones ambientales normales %, Para que la planta no
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entre en estrés se le coloca en recipientes con sustrato adecuado en ambientes controlados
(26311 Se empieza con condiciones parecidas a las in vitro y se reducen de forma gradual para
mejorar el desarrollo y funcionamiento de los 6rganos %211 Este proceso puede durar varias

semanas hasta que la planta tenga control auténomo B/l

2.5. Condiciones de cultivo in vitro

Una vez hecho el establecimiento in vitro, el cultivo vegetal necesita unas condiciones
ambientales tanto dentro como fuera del recipiente. El recipiente a utilizar depende del
objetivo del cultivo, pero generalmente son de materiales transparentes y que puedan ser
esterilizados en autoclave como el vidrio, Pyrex® (borosilicato), plasticos como el
polipropileno y policarbonato ?7). Entre los plésticos el policarbonato suele ser mejor; ya
que transmite cerca del 100% de la luz, mientras que el polipropileno solo un 65% 7). Desde
que se hizo el primer cultivo in vitro en tubos de ensayo, se han ido probando distintos
contenedores como el “Carrel flask”, tubos de rodillo (roller tubes), tubos en forma de vaso
(tumbler tubes), T-flasks, matraces Erlenmeyer, botellas Roux y placas Petri; que todavia
son usados hasta ahora [**. Con la micropropagacion extendiéndose, se empezaron a utilizar
frascos de vidrio, contenedores de plastico desechables pre esterilizados [*”! y contenedores

comerciales como Magenta™, Phytocon™, Phytatray™, etc 321,

La luz es fuente de energia para la fotosintesis y formacion de metabolitos secundarios en
plantas 3. Los tres aspectos de la luz que influyen en el cultivo in vitro de plantas son la
longitud de onda (color), densidad de flujo (intensidad de la luz) y el fotoperiodo 2. La
fuente de luz puede ser natural o artificial. Se solia usar luz fluorescente, haluros metalicos
e incandescencia; pero eventualmente se empezd a usar LEDs hasta la actualidad con
muchos mejores beneficios. Ademas, el rango del espectro de luz usado es el visible (400-
700 nm) 31, El fotoperiodo més usado es el de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y la
intensidad de luz promedio es de 1000 lux (14-15 umol m?s™), pero dependiendo del

objetivo y el genotipo puede variar 1261,

La temperatura influye en los procesos de respiracion y fotosintesis 4. La temperatura
promedio usada es de 25°C con un rango de 17 a 32°C. Este factor puede mantenerse
constante o imitar un poco la situacion natural, donde la temperatura nocturna es mas baja
que la diurna, con un rango de disminucion de la temperatura entre 4 a 8°C. La disminucion
de la temperatura nocturna puede mejorar el crecimiento de los cultivos, pero el efecto es

genotipo dependiente entre especies 126,
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Generalmente, se recomienda una humedad mayor al 70%, ya que una concentracién menor
desecaria los cultivos produciendo un menor crecimiento ?°!. Por 1iltimo, la concentracién
de gases tanto dentro como fuera del recipiente también es importante, siendo el oxigeno,

dioxido de carbono y etileno los mas significativos 4.

2.6. Medios de cultivo

El medio de cultivo o medio basal es el que brinda los nutrientes, energia y agua a las plantas
in vitro 126331, Este medio basal esta constituido por macronutrientes, micronutrientes, aziicar,
vitaminas y un agente gelificante. Dentro de los macronutrientes se encuentran el nitrogeno,
fosforo, potasio, sodio, magnesio, azufre, calcio y cloro. Los micronutrientes son
manganeso, zinc, boro, cobre, molibdeno, silicio, yodo y hierro. Las vitaminas usadas
opcionalmente en el cultivo vegetal in vitro son mioinositol, tiamina, piridoxina y acido
nicotinico. La finalidad de la adicion de azicar es la de tener una fuente de carbono, siendo
la mas efectiva y mayormente empleada la sacarosa entre 2-4% (20-40 g/L). Por ultimo, los
agentes gelificantes pueden ser agar, agarosa, goma gelan (Gelrite, Phytagel y Kelcogel) o

alginato de calcio, con diferentes efectos cada uno 263,

El pH juega un rol importante en la absorcion de los nutrientes del medio, reacciones
quimicas y la eficacia del gelificante. Como regla general, el pH del medio basal debe
establecerse entre 5.5 y 6.0 inicialmente; ya que conforme va desarrollandose la planta in

vitro, el pH ira cambiando 2%,

El gelificante puede ser prescindido para trabajar en un medio basal liquido. Tienen la
ventaja de tener una preparacion mas rapida, econdémica y los cultivos presentan mayor tasa

de crecimiento frente a los medios solidos 234,

El medio de cultivo basal mas usado es el formulado por Murashige y Skoog (MS), ya que
su concentracion de sales se adapta a la mayoria de plantas [*3. Otro medio usado es el de
Gamborg (BS5), y existen muchos reportes de la modificacion del medio MS en su
concentracion como 2 MS, ademas de usar una suplementacion de vitaminas del medio BS5.
Otros formulados son el Woody Plant Medium (WPM) de Lloyd y McCown, y el de Driver
y Kuniyuki (DKW) 331,
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Tabla 2. Composicion del medio Murashige Skoog (MS) de 1962.

Macronutrientes Formula quimica Concentracion (mg/L)
Nitrato de amonio NH4NOs3 1650
Cloruro de calcio CaClz 332.2
Sulfato de magnesio MgSO4 180.7
Nitrato de potasio KNOs3 1900
Fosfato monopotésico KH2PO4 170

Micronutrientes
Acido boérico H3BO:3 6.2
Cloruro de cobalto CoClz - 6H20 0.025
Sulfato de cobre CuSOs4 - 5H20 0.025
Acido etilendiaminotetraacético Na:EDTA - 2H.0 37.26
Sulfato ferroso FeSOg4 - 7TH20 27.8
Sulfato de manganeso MnSOs4 - H20 16.9
Molibdato de sodio Na:MoOs - 2H20 0.25
Yoduro de potasio KI 0.83
Sulfato de zinc ZnSO4-TH20 8.6

Vitaminas
Glicina C2HsNO2 2
Niacina CeHeNO2 0.5
Mio-inositol 100
Piridoxina - HCI 0.5
Tiamina - HCI 0.1

Nota: Composicion basada en el medio comercial de PhytoTechnology Laboratories.
2.6.1. Reguladores de crecimiento

Después de satisfacer los requerimientos de nutrientes de los tejidos vegetales en el medio
basal, se pueden estimular mas respuestas de desarrollo mediante la adicion de reguladores
del crecimiento %), Los reguladores del crecimiento vegetal son compuestos naturales o
sintéticos, que a muy baja concentracion pueden modificar el crecimiento o la morfogénesis

de las plantas [?°],

Las auxinas promueven en combinacidén con las citoquininas, el crecimiento de callos,
suspensiones celulares, 6rganos, y regulan la direccion de la morfogénesis; pero, las auxinas
son mas conocidas por su capacidad para promover la formacion de raices adventicias
2] Comunmente, se usa 4cido a-naftalenoacético (ANA), acido indol-3-butirico (IBA) y
4cido indol-3-acético (AIA) en cultivos de multiplicacion de brotes y en enraizamiento ),
Por otro lado, si el objetivo es la formacion de callos, se suele aumentar la concentracion de
auxinas o usar mas potentes como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el picloram

(PIC) 133!,
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Las citoquininas estimulan la sintesis de proteinas y participan en el control del ciclo celular;
y agregados a los medios de cultivo de brotes, superan la dominancia apical y liberan las
yemas laterales de la latencia 2% Dentro de las més usadas estan benciladenina (BA) o 6-
bencilaminopurina (BAP), kinetina (KIN), zeatina (ZEA), 2-isopenteniladenina (2-1P) y
thidiazuron (TDZ) 3%,

s 261 Se usa en protocolos

El 4cido giberélico (GA3) produce efectos similares a las auxina
de elongacion de brotes, pero también puede influir en el desarrollo de semillas y superar la
latencia [**1. GA3 puede mejorar el crecimiento y/o aumentar la tasa de proliferacion de
brotes, y existen varios reportes de éxito en combinacion con BAP, pero el efecto puede
variar entre especies y hasta en genotipos estrechamente relacionados (variedades o

cultivares) 2%,

Tabla 3. Reguladores de crecimiento comunmente usados en el cultivo vegetal in vitro.

Tipo Origen Regulador Abreviatura
Natural Zeatina ZEA
Natural Isopentanil adenina 2-1P
Citoquinina  Natural/sintético Kinetina KIN
Sintético Bencilaminopurina BAP /BA
Sintético Tidiazuron TDZ
Natural Acido indol-acético AIA /TAA
Natural Acido indol-butirico IBA
Auxina S%ntét%co Ac%do ngftalen—acét.ico . ANA / NAA
Sintético Acido diclorofenoxiacético 2,4-D
Sintético Picloram PIC
Sintético Dicamba DCA
Giberelina Natural Acido giberélico GAs
Acido abscisico Natural Acido abscisico ABA
Jasmonato Natural Acido jasménico JA
Antioxidante I\'Iatur'al ACi.d 9 qsc.érbic.m ASA
Sintético Polivinilpirrolidona PVP

Nota: Modificado de Phillips G. 3!
2.7. Problemas frecuentes en la micropropagacion
2.7.1. Planta madre, genotipo y explante

La mayoria de estudios in vitro se centran en la manipulacion del medio, ya sea por
concentracién de sales o reguladores de crecimiento 1?6, Sin embargo, el primer problema
relevante es la eleccion del explante, la planta madre (donadora de explantes) e incluso el
genotipo. Existen innumerables estudios de optimizacion de medios para diferentes especies

o incluso variedades. Un mismo medio puede funcionar para una variedad, pero tal vez no
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funcionara para otra variedad de la misma especie. Durante el crecimiento y desarrollo de
una planta, diferentes partes del codigo genético se expresan en diferentes células de ésta
(261 Ademés, factores como el tejido u 6rgano seleccionado para la escision del explante, la
temporada o las condiciones de crecimiento de la planta madre y su ontogenia, el corte y la
orientacién del explante en el medio influyen en la expresion génica y organogénesis 126271,
Aun revisando todos estos factores, es necesario verificar la fidelidad genética de las plantas

producidas in vitro a intervalos regulares para obtener plantas genéticamente uniformes 271,

2.7.2. Recalcitrancia

El conocimiento de la fisiologia de la planta a micropropagar toma un rol importante
también, ya que existen plantas con menor capacidad en la formacion de brotes, raices o
alguna otra reaccion que dificulta su propagacion llamados recalcitrantes 227, La
recalcitrancia es la incapacidad de las células, tejidos y 6rganos vegetales para responder a
las manipulaciones de cultivos in vitro. Ademas, es comln que el tejido adulto de una planta

sea mas recalcitrante que el joven [*%],
2.7.3. Hiperhidricidad

La hiperhidricidad, hiperhidratacion o vitrificacion es la formacion in vitro de organos
anormales, que son fragiles y tienen una apariencia empapada de agua 2%, Puede traducirse
como un control estomatico deficiente, una capacidad fotosintética reducida, crecimiento
radicular deficiente, se dafian facilmente por la desecacion y no sobreviven cuando se
subcultivan o se aclimatan %7, Esto ocurre debido a que los cultivos crecen en condiciones
de alta humedad, el cierre del contenedor de cultivo, naturaleza fisica del medio, tipo y

cantidad del agente gelificante, concentracion y tipo de reguladores de crecimiento 27361,

2.7.4. Consistencia del medio

El uso de medio liquido a menudo da como resultado tasas de crecimiento mas rapidas frente
a medios semiso6lidos!?¢]. Esto es debido a una mayor superficie de contacto del explante con
el medio que permite una mayor absorcioén de nutrientes y reguladores de crecimiento. Pero
como desventaja, debe tomarse en cuenta una aireacion para evitar la hiperhidricidad de los
explantes debido a la exposicion continua al agua. El uso de medio semi-solido disminuye
en gran parte la hiperhidricidad a medida que aumenta la concentracion de agar, pero puede
haber una reduccion concomitante en la tasa de crecimiento. Frente a esto una posible

solucion seria el combinar ambas fases de medio. Es decir, utilizar medio semisolido en la
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etapa 1 de la micropropagacion y usar medio liquido en las etapas 2 y 3, con posibilidad de

volver a semisélido en la etapa 3 [26],
2.7.5. Contaminacion

Una vez iniciado el cultivo in vitro, no deberia haber pérdida por enfermedad, y deberian
estar idealmente libres de bacterias, hongos y otros microorganismos . Pero, puede no
suceder asi, y la contaminacioén por hongos se propaga tan rapido, que desechar los cultivos
se convierte en la inica forma de control 7). La contaminacién externa (epifitos) resulta de
los laboratorios, los materiales utilizados y el personal, mientras que la contaminacion
interna por los microbios endéfitos en las plantas madre ¢!, El problema de la contaminacion
se ve agravado por bacterias latentes de crecimiento lento que no se detectan hasta en una
etapa muy tardia. La infeccion latente también puede resultar en un crecimiento variable,

necrosis tisular, proliferacion reducida de brotes y enraizamiento 71,

Esto puede
solucionarse con la adicion de antimicrobianos, antifungicos o mezclas de conservantes de
plantas (PPM) en el medio de cultivo; sin embargo, puede haber una reduccion en la

multiplicacién de brotes segun el genotipo ¢!,

Otro grave problema es la presencia de trips y/o acaros en las salas de cultivo. Estos
diminutos insectos se multiplican rapidamente en la atmdsfera o en los recipientes de cultivo
causando severos dafios en los cultivos. Si embargo, esto se puede controlar con un protocolo

adecuado de asepsia de las instalaciones 7],
2.7.6. Oxidacion/Fenolizacion

El pardeamiento de los explantes o pardeamiento fendlico ocurre naturalmente por la
oxidacion enzimatica de los compuestos polifendlicos producidos por la misma planta. Esto
inhibe el desarrollo vegetal volviendo los explantes necréticos y generando su muerte [27-36],
El grado de pardeamiento depende de la especie o genotipo de las plantas donantes, la edad
del tejido (mientras mas viejo, mayor pardeamiento), la época de inicio de los cultivos
(invierno y otofio) y la composicion del medio. La adicién de antioxidantes como acido
ascorbico o acido citrico al medio de cultivo ayuda a controlar el oscurecimiento de los
explantes y el medio. Otros adyuvantes son la polivinilpirrolidona (PVP) y el carbon
activado que adsorbe fenoles [27-], Sin embargo, también pueden adsorber compuestos utiles
del medio, por lo que su concentracién debe estudiarse para cada caso 271, Por otro lado, el
uso de medio liquido también puede ayudar a disminuir el pardeamiento de los cultivos por

una mejor dispersioén de compuestos 126271,
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2.7.7. Variacion somaclonal

La variacion somaclonal son anomalias inducidas por el cultivo, inesperadas y no deseadas,
que luego son heredadas por las progenies clonales %, La variacion somaclonal depende
del genotipo, el periodo de cultivo in vitro del explante, la concentracion de auxinas y
citoquininas, la tasa de proliferacion de los tejidos, intervalo entre subcultivos, seleccion
natural, mutaciones, nivel de ploidia y el modo de regeneracion utilizado. Las variaciones

somaclonales impiden obtener plantas fieles al tipo de la planta madre que se quiere propagar
[36]

La variacion somaclonal se reduce cuando la propagacion se basa en la proliferacion de
brotes axilares en comparacién con los meristemos, embriones y regeneracion por callos 1261,
El cultivo de segmentos nodales brinda mucha mayor estabilidad clonal y su uso es mas
frecuente e ideal para micropropagacion de plantas 2. Para superar la variacion somaclonal
se debe evitar los cultivos in vitro a largo plazo y la sobreexposicion a las fitohormonas.
Ademas, se debe reiniciar regularmente los clones a partir de nuevos explantes, el nimero
de subcultivos debe mantenerse al minimo y debe controlarse el uso de 2,4-D, KIN y TDZ,

ya que estos reguladores inducen variaciones [*°).

3. Biorreactores en el cultivo in vitro

Un biorreactor es un entorno estéril autonomo que aprovecha sistemas de entrada y salida
de nutrientes liquidos y/o aire. Esta disefiado para cultivos intensivos y a gran escala !4 El
objetivo de emplear biorreactores es proporcionar condiciones de crecimiento y desarrollo
optimas y controladas para lograr el maximo rendimiento y calidad del elemento biologico
37381 Los parametros asociados al entorno del biorreactor son la circulacion del medio,
mezcla, aireacion, suspension celular, temperatura, pH y oxigeno disuelto %4 Y en el caso

del cultivo in vitro de plantas, los pardmetros mas importantes son la capacidad de

cizallamiento, intercambio de gases, esterilidad, intercambio de medio y sincronizacién 371,

La produccion de plantas a gran escala mediante el uso de biorreactores depende de estudios
en requerimientos del genotipo de planta, la morfogénesis en medios liquidos y la
comprension de los complejos mecanismos de control del desarrollo de 6rganos y embriones

a partir de meristemos o yemas “!1,
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3.1. Tipos de biorreactores

Actualmente hay muchos disefios de biorreactores para cultivo in vitro vegetal, por lo que

es tarea del investigador seleccionar el mejor disefio o modelo para cada especie de planta
[38,39]

El primer uso reportado para micropropagacion fue en un biorreactor de columna de burbujas
por Takayama y Misawa en 1981, y desde entonces fueron mejorando los disefios de los

biorreactores para diferentes objetivos en el cultivo in vitro vegetal 411,
3.1.1. Inmersion continua

El sistema de inmersion continua es apropiado para la proliferacion de propagulos sin hojas
como los bulbos, microtubérculos y rizomas [#*#¥], Pero, es mas eficiente para la produccion

a gran escala de metabolitos [*41.
Dentro de estos tipos de biorreactor se encuentran:
a. STR (Stirred Tank Reactor)

El biorreactor de tanque agitado o por sus siglas en inglés STR, consta de un impeller o
agitador junto con diferentes puertos para aireacion, adicion o eliminacion de medios, etc
391 Es el mas utilizado en cultivo celular por su fécil escalado, buena mezcla de fluidos,
transferencia de oxigeno, etc; pero, tiene un alto consumo de energia y cizallamiento [*%],
Generalmente, no se recomienda el uso de este tipo de biorreactor para cultivo vegetal, pero
se ha reportado éxito en produccion de metabolitos secundarios por raices realizando

modificaciones como el tipo de impulsor o disminucién de agitacion (28],
b. Air-Lift

El biorreactor de columna de aire o Air-lift es un tipo de reactor de dispersion gas-liquido,
consta de un rociador, un contenedor, un tubo de aspiracion lateral vertical so6lido colocado
dentro del contenedor, y varios puertos seglin sea necesario °. Demostrd menor

cizallamiento y mayor viabilidad celular que el STR para el cultivo de células vegetales

[39,40] [38]

, con €xito en cultivo de raices peludas para produccion de metabolitos secundarios
c. Biorreactor de Columna de Burbujas

Este biorreactor consta de un recipiente cilindrico que tiene un rociador de aire en la parte

inferior, y ha sido usado en la produccion a gran escala de plantas y metabolitos de alto valor

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

391 Las burbujas crean menos fuerza de cizallamiento y es 1til para cultivo de 6rganos de
plantas para propagacion como brotes, bulbos y tubérculos %1, Hay registro de mayor
eficiencia en el cultivo de raices peludas para produccion de metabolitos secundarios en
comparacioén del Airlift, debido a un ambiente de menor estrés 8L y en propagaciéon de

Stevia rebaudiana °). El problema de este biorreactor es la formacion de espuma 4041,
d. Biorreactor de burbujas tipo globo (BTBB) [383%42]

Es una modificacion del biorreactor tipo Air-lift adecuada para la produccion de metabolitos
y biomasa a gran escala mediante el cultivo de raices adventicias P#!y soluciona el problema
de formacion de espuma por la forma de globo del reactor %), Su uso es apto para el cultivo

de células, tejidos y érganos vegetales (7],

e. Biorreactores de niebla %43

Los reactores de lecho de fase gaseosa como el reactor de niebla, ofrecen una mejor
disponibilidad de oxigeno y nutrientes, un mejor intercambio de gases y una tension de
cizallamiento reducida. Los sistemas rocian la solucion de nutrientes en forma de aerosol
sobre las superficies de los tejidos y 6rganos de las plantas, se recolectan en el fondo de los

reactores y se reciclan continuamente a través del sistema 5841,

f. Biorreactor de tambor rotatorio [3%:4>:40]

Este tipo de biorreactor muestra mayor eficiencia que el STR en cuanto a suministro de
oxigeno y bajo cizallamiento. La velocidad de rotacion y la tasa de aireacion son clave para
optimizar el proceso de cultivo en este biorreactor, pero genera ruptura de los cultivos de
tejidos vegetales si no se inmovilizan, requiere alta energia en la produccion a gran escala,

es imposible establecer tiempos de inmersion y las opciones de ventilacién son escasas
[39,45,46]

g. Biorreactores desechables [+°]

Suelen ser fabricados de polietileno o en bolsas selladas de polipropileno y esterilizados por
radiacion gamma. También son utilizadas bolsas de polimeros de fluorocarbono para darle
permeabilidad al gas. Se reportd su empleo en micropropagacion de platano, papas, helechos
y gladiolos; y para la produccion de metabolitos secundarios. Algunos de los disefios de este

tipo de biorreactor son el de Caja en Bolsa (Box-in-bag) y el Wave and Undertow (WU) 431,
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La inmersion completa de las plantulas en el medio de cultivo causa cambios en la
morfologia de las plantas, hiperhidricidad, enanismo, crecimiento y desarrollo anormal de
organos, ademas de problemas de aclimatacion y supervivencia de las plantas propagadas
(411 Existe una hiperhidricidad en particular para las especies dicotiledéneas, la mayoria de
los brotes son etiolados, suculentos y se dafian facilmente por el manejo y el estrés ambiental

al aclimatar las plantas [+,

3.1.2. Inmersion temporal

Los biorreactores de inmersion temporal (BIT), sistemas de inmersion temporal (SIT) o
"métodos de flujo y reflujo", ofrecen las ventajas de los cultivos en medio liquido sin la
hiperhidricidad caracteristica y es posible realizar una automatizacién del sistema [*3].
Fueron disenados para micropropagacion de plantas reduciendo los costos de mano de obra,

pero, también hay registros de su uso en cultivo de raices por sus beneficios %],

Los explantes se mantienen alejados del medio y el medio se almacena en un compartimento
separado, en el mismo recipiente de los explantes, o en un reservorio separado %!, Ademas,
es crucial encontrar el equilibrio entre las frecuencias de inmersion y la duracion de la

inmersion para cada especie 41,

a. RITA®

El sistema RITA® es el mas conocido y distribuido por VITROPIC. Esta compuesto por dos
compartimentos, comiinmente de policarbonato [**1, el superior contiene los explantes y el
inferior contiene el medio de cultivo liquido. Estan unidos entre si de manera que cuando se
aplica una sobrepresion con aire en el compartimento inferior, el medio es empujado hacia
el superior; generando una sumersion temporal de los explantes; y el medio liquido vuelve

al compartimento inferior cuando cae la sobrepresion H447],

Existe una modificacion més grande es el MATIS®, es un monobloque y tiene un filtro
lateral, pero su boca ancha hace dificil su manipulacién, aumenta la entrada potencial de
contaminantes y presenta fallas en su cierre hermético “®%), También el biorreactor
PLANTIMA® funciona bajo el principio del RITA®, utiliza volumenes pequefios con la
diferencia de que sus filtros de aire estan dispuestos lateralmente, lo que le permite ser

apilable 4647,
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b. Twin-Flask

El biorreactor tipo Twin-flask o frascos gemelos fue uno de los primeros disefios para la
micropropagacion en masa. Consiste en dos contenedores de boca ancha, ya sean botellas o
frascos conectados en la parte superior por un tubo en U. En uno de los contenedores estan
los explantes, y en el otro el medio de cultivo. Cada contenedor tiene su propia linea de aire
que ejerce presion para mover el medio liquido de un contenedor a otro y efectuar la
inmersion temporal de los explantes [, Un biorreactor comercial producido en Brasil es el

RALM [46:47:49]
c. Biorreactor de flujo y reflujo

Es una variante del Twin-flask, consiste en dos contenedores conectados por la parte inferior
y diferentes niveles de altura. El contenedor que se coloca en la parte superior tiene los
explantes y el contenedor inferior almacena el medio de cultivo. La inmersion se da cuando
se ejerce presion de aire al contenedor de medio de cultivo y este pasa al contenedor superior,
luego el medio retorna por gravedad. Tiene la ventaja de necesitar solo una entrada de aire,

pero su armado se hace dificil al agujerear frascos de vidrio 464749,

d. Biorreactor de inmersion por burbujas (BIB)

Este sistema brasilero consta de un solo cilindro, el cual tiene el medio de cultivo en el fondo,
los explantes dispuestos en varias placas microporosas en forma de torre, una entrada de aire
en la parte inferior y otra en la superior con filtro. El medio de cultivo estd mezclado con
Tween 20, y al ser inyectado con aire genera espuma que sube hacia los explantes y retorna
por gravedad. Fue probado exitosamente en arbol del t€ y orquideas, pero la mezcla con

detergente puede generar problemas con plantas mas sensibles 461,

e. Sistemas mecanicos: basculantes BioMINT™ y BioCoupler™

Estos sistemas utilizan una plataforma mecénica para inclinar el contenedor del biorreactor
en un angulo determinado y en su contrario. Las desventajas de este biorreactor son el costo
de inversion en el sistema basculante electromecanico, el espacio por unidad y no existe una

renovacion de aire 461,

El biorreactor BioMINT™ funciona bajo este sistema, pero soluciona algunos problemas,
ya que tiene entradas de aire forzado y son 2 recipientes cilindricos (BioMINT™) o

rectangulares (BioMINT™ II) unidos por un adaptador perforado que permite mantener los
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explantes en un sitio. La inmersion ocurre mediante inclinaciones, esto hace mover el medio

de un lado a otro 4641,

Otro modelo de biorreactor mecéanico es el BioCoupler™, desarrollado por Plant Cell
Technology. Este biorreactor tiene forma de reloj de arena, consiste en dos frascos de vidrio
conectados verticalmente mediante una tapa doble con filtro, ademas de un filtro de
ventilacién microporosa que mejora el problema de aireacion. El funcionamiento es manual,
donde el operador tiene que dar la vuelta entera al biorreactor para producir la inmersion
temporal, y voltear de nuevo para devolver el medio. Este biorreactor tiene la desventaja de
tener una operacion manual, pero la empresa que lo produce disefid un sistema para

automatizar la inmersion.
f. PLANTFORM™

El sistema de este biorreactor es similar al RITA®, pero llevado a cabo en un contenedor
rectangular grande. Dentro del biorreactor hay 2 compartimentos, el inferior contiene el
medio liquido y el superior los explantes. La diferencia esta en el tamafio, la forma y la
existencia de una entrada adicional de aire, el cual funciona para brindar aireacion al
biorreactor sin movimiento del medio de cultivo, el cual puede ser enriquecido con CO2 o

aire ambiental, #9311,

g. SETIS™

Fue disefiado para la micropropagacion a gran escala y tiene el concepto del sistema Twin-
flask. El biorreactor consiste en 2 recipientes, uno encima de otro y conectados por una
manguera de silicona desde los fondos y cada uno tiene una manguera con filtro de aire. El
superior es de 6L que contiene los explantes y el inferior es de 4L que contiene el medio
liquido. Su operacion consiste en 4 fases: la fase estacionaria, cuando esta todo en reposo y
el medio de cultivo se encuentra en el recipiente inferior; la fase de inmersion, cuando se
ejerce presion por la entrada de aire en el contenedor inferior generando que el medio liquido
suba hacia los explantes del contenedor superior; la fase de drenado, en el que el medio
regresa al contenedor inferior por gravedad; y por ultimo, la fase de ventilacion donde ocurre

una aireacion directamente al contenedor superior (4932,
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Figura 1. Modelos de biorreactores de inmersion temporal:
A) RITA®. B) Twin-flask. C) PLANTFORM™. D) MATIS®. E) RALM.
F) SETIS™. G) PLANTIMA®. H) Biorreactor de flujo y reflujo. I) Biorreactor de
inmersién por burbujas (BIB). J) BioCoupler™. K) BioMINT™,

Nota: Elaboracion propia
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

1. Materiales
1.1 Material Vegetal

a. Plantas de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage.

1.2. Material de Laboratorio

Beaker de 100, 200 y 500 ml.
Espatula.

Microespatula.

Matraz de 200 y 500 ml.
Pipetas de 2, 5y 10 ml.

Pipeta Pasteur.

Placas Petri.

Probetas de 100, 500 y 1000 ml.
Tubos de ensayo 25 x 150 mm.

TR o e o

1.3. Equipos de Laboratorio

e Autoclave vertical (HUXLEY HL-340 C/SA4).
e Balanza analitica (KERN ABJ-NM/ABS-N).

e Camara de flujo laminar (C4 FLH 180).

e Potenciémetro (HANNA HI 2213).

1.4. Reactivos

e 6-bencilaminopurina (BAP).

e Acido giberélico (GA3).

e Acido indol-3-acético (AIA).
e Acido indol-3-butirico (IBA).
e Acido naftalenacético (ANA).
e Acido clorhidrico (HCI).

e Agua destilada.

e Etanol 70% y 96%.

e Hidréxido de sodio (NaOH).

e Hipoclorito de sodio (NaClO).
e Medio Murashige Skoog (MS) + vitaminas (Phytotechnology).
e Phytagel.

e Sacarosa.

e Tween 20.
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1.5. Otros
e Bisturi.

e Bolsas de polipropileno y polietileno.
e Bombas de aire de 2.5 W.

e (Conectores de manguera.

e Frascos de 400 ml y 700 ml.
e Goma espuma 22 kg/m?>.

e QGradillas.

e Mangueras de silicona.

e Papel aluminio.

e Papel milimetrado.

e Pinzas.

e Plastic wrap.

e Recipientes Magenta GA7.
e Tapers de polipropileno.

e Temporizadores.

e Tijeras.
e Tubo LED T5 FSL 3000K (luz calida).
e Silicona.

2. Métodos

2.1. Lugar de ejecucion

Este trabajo de investigacion fue realizado en los laboratorios del pabellon H de la

Universidad Catoélica de Santa Maria de Arequipa.
2.2. Establecimiento in vitro
2.2.1. Material vegetal

Se utilizaron segmentos nodales como explantes obtenidos de plantines jévenes menores a
un 1 afio de edad de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage, provenientes de la empresa
“Nutriarandanos” y conservadas en un miniinvernadero en Arequipa. Ademas, se emplearon

plantas in vitro de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage de la empresa “SK Viveros”.
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Figura 2. Material vegetal. A) Planta madre de Rubus idaeus (frambuesa).

B) Plantas in vitro de frambuesa.

2.2.2. Evaluacion de métodos de desinfeccion

Se seleccionaron tallos con buena cantidad de segmentos nodales de las plantas madre, los
cuales fueron cortados con una tijera previamente desinfectada con etanol 70%, y se
almacenaron los explantes en bolsas de plastico con papel humedecido para su transporte a
laboratorio. Los explantes se trataron con una pre-desinfeccion que consistio en el cortado
de hojas, seguido de un lavado con agua, un lavado con agua jabonosa y tres enjuagues en

agua potable, para luego ser cortados en segmentos nodales de 3 cm aproximadamente.

Figura 3. Pre-tratamiento del material vegetal. A) Transporte del
material vegetal. B) Explantes seleccionados. C) Poda de hojas de

los explantes. D) Lavado en agua jabonosa.
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La desinfeccion se realizo mediante un lavado de etanol 70% por 2 minutos de los explantes,
luego se sometieron a 4 tratamientos: dos de ellos fueron con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 2.5% por 10 y 15 minutos (T1 y T2 respectivamente), mientras que en los otros
tratamientos se utilizd6 NaClO al 2.5% con Tween 20 al 0.1% por 10 y 15 minutos (T3 y T4
respectivamente) como se observa en la Tabla 4. Terminado los tiempos de exposicion, se
realizaron 3 enjuagues en agua destilada estéril por intervalos de 5 minutos para eliminar los

residuos de desinfectante.

Tabla 4. Tratamientos de desinfeccion utilizados

Tratamiento Desinfectante Tiempo de exposicion (min.)
T1 NaClO 2.5% 10
T2 NaClO 2.5% 15
T3 NaClO 2.5% + Tween 20 10
T4 NaClO 2.5% + Tween 20 15

Nota: min. = minutos

Finalizado los tratamientos de desinfeccion, en la camara de flujo laminar se cortaron los
extremos de cada uno de los explantes obteniendo segmentos nodales de aproximadamente
1.5 cm. Luego éstos fueron introducirlos en tubos de ensayo de 25x150 mm conteniendo 10
ml de medio MS suplementado con 1 mg/L de BAP y 30 g/L de sacarosa a pH 5.7 y
gelificado con phytagel a 3.5 g/L. Se cultivaron 5 segmentos nodales por tratamiento y se

mantuvo en un fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad por 4 semanas a 23 X 2°C

aproximadamente.

La evaluacion se realiz6 visualmente cada semana considerando la contaminacion que pueda
existir, la oxidacion o fenolizacion y a la cuarta semana se evalu6 el tamafo del brote, el

numero de hojas y la viabilidad de explantes mediante la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1. Viabilidad de explantes

S Numero de explantes vivos sin contaminacion
Viabilidad = — X 100
Numero de explantes totales
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Figura 4. Establecimiento in vitro de Rubus idaeus (frambuesa). A) Lavado
de explantes en NaClO + Tween 20. B) Explantes enjuagados. C) Corte de segmentos

nodales. D) Segmento nodal sembrado en tubo de ensayo.

2.3. Disefio y construccion de un biorreactor de inmersion temporal

Para el disefo y construccion del biorreactor del presente trabajo se tomo6 en cuenta el
modelo del biorreactor SETIS™. El biorreactor de inmersién temporal estd conformado por
dos recipientes colocados uno sobre el otro. El recipiente inferior es de polipropileno donde
se contiene el medio de cultivo liquido, mientras que el recipiente superior es de
policarbonato, el cual contiene los explantes a micropropagar. Ambos recipientes tienen dos
conectores de bronce, el cual uno sirve para unir ambos recipientes mediante una manguera
de silicona y el otro para la entrada y salida de aire. Ademas, las mangueras tienen un filtro

de goma espuma de 3 cm de largo con 1.5 cm de diametro.

Sededeto e

2

F '
F—— |

Figura 5. Disefio del biorreactor: 1) Contenedor de cultivo. 2) Contenedor de medio.
3) Empaque de teflon. 4) Empaque de silicona. 5) Medio de cultivo. 6) Filtro de aire.
7) Manguera de silicona. 8) Conector de bronce.

Nota: Elaboracion propia
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2.4. Determinacion de la frecuencia y tiempo de inmersion oOptimos en un

biorreactor para la multiplicacion de Rubus idaeus

Cada biorreactor contuvo 250 ml de medio MS suplementado con reguladores BAP Y GA3
a 1y 0.5 mg/L respectivamente a pH 5.7, ademas de 30 g/L de sacarosa. Se configuraron las
bombas de aire y temporizadores con las frecuencias 2, 3 y 4 veces por dia con 3,4y 5
minutos de inmersion, cuyas combinaciones se observan en la Tabla 5. El cultivo se mantuvo

a un fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad a 23 £ 2°C aproximadamente, por 2

semanas, donde cada biorreactor contenia 5 vitroplantas de 1 cm de longitud

Tabla 5. Tratamientos para la evaluacion de tiempo y frecuencia de inmersion del

biorreactor.

Frecuencia de

Tratamiento inmersion ) Tier.n,po de.
(veces/dia) inmersién (min.)
B1 ) !
B2 3 )
B3 4 >
B4 ) h
BS 3 A
B6 4 A
B7 D) S
B8 3 5
B9 4 S

Nota: min. = minutos

Ademas, se evalud la longitud de las vitroplantas con papel milimetrado, el nimero de brotes

y se calculo el coeficiente de multiplicacion (CM) mediante la siguiente ecuacion.
Ecuacion 2. Coeficiente de multiplicacion

Numero de brotes finales

CM = — —
Numero de brotes iniciales
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2.5. Evaluacion del efecto de las auxinas en el enraizamiento in vitro de Rubus idaeus

Se colocaron las vitroplantas propagadas de la metodologia anterior con sales del medio MS
reducidas a la mitad (2 MS) en diferentes concentraciones de auxinas en frascos de vidrio y
tubos de ensayo, donde cada frasco contenia 5 vitroplantas. Se utilizé 2 MS sin regulador
como control (T1); suplementados con auxina AIA a concentracion 1.0 y 1.5 mg/L (T2 y
T3); IBAa0.2,0.5y 1.0 mg/L (T4, TS y T6); y ANA a 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L (T7, T8 y T9)
como se observa en la Tabla 6, a pH 5.7 y gelificado con 3.5 g/L de phytagel. Las vitroplantas
se cultivaron bajo fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad a 23 £ 2°C aproximadamente
por 6 semanas. Se evalu6 el nimero de raices desarrolladas y la longitud de raices de las

vitroplantas con papel milimetrado.

Tabla 6. Tratamientos para la evaluacion de concentracion de auxinas.

Tratamiento Concentracion de auxina
T1 Ninguno (Control)
T2 AIA 1.0 mg/L
T3 AIA 1.5 mg/L
T4 IBA 0.2 mg/L
TS IBA 0.5 mg/LL
T6 IBA 1.0 mg/LL
T7 ANA 0.5 mg/L
T8 ANA 1.0 mg/L
T9 ANA 1.5 mg/L

2.6. Evaluacion del efecto de la concentracion de sacarosa en la micropropagacion
2.6.1 Evaluacion del efecto de la concentracion de sacarosa en fase de multiplicacion
Multiplicacion in vitro

Se utilizaron vitroplantas de frambuesa y se colocaron en frascos de vidrio con medio MS

suplementado con 1 mg/L de BAP y 0.5 mg/L. de GA3 a dos concentraciones de sacarosa:
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15y 30 g/ (M1 y M2 respectivamente) a pH 5.7 y 3.5 g de phytagel en condiciones de
fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad a 23 £ 2°C aproximadamente. Cada frasco

contenia 5 vitroplantas para cada tratamiento y el efecto de la sacarosa fue evaluado a las 4

semanas tomando en cuenta el tamafo de los brotes y el nimero de brotes.
Multiplicacion en biorreactor

Para la evaluacion del efecto de la sacarosa en la multiplicacion de frambuesas usando
biorreactores se colocaron 5 vitroplantas en un biorreactor bajo régimen de 4 minutos de
inmersion por 3 veces al dia, que fue el resultado 6ptimo al evaluar las frecuencias y tiempos
de inmersion. El medio utilizado fue MS suplementado con 1mg/L de BAP y 0.5 mg/L de
GA3 a dos concentraciones de sacarosa: 15 y 30 g/l (M3 y M4 respectivamente) a pH 5.7

con fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad a 23 &£ 2°C aproximadamente. Luego se

evaluaron el tamafo de los brotes y el nimero de brotes después de 2 semanas.

Tabla 7. Tratamientos de concentracion de sacarosa para multiplicacion de brotes.

Concentracion de

Tratamiento Ambiente
sacarosa (g/L)
M1 In vitro 15
M2 In vitro 30
M3 Biorreactor 15
M4 Biorreactor 30

2.6.2. Evaluacion del efecto de la concentracion de sacarosa en fase de enraizamiento

Se utilizaron vitroplantas de frambuesa colocandolas en tubos de ensayo y frascos de vidrio
utilizando las mismas concentraciones de auxinas evaluadas anteriormente (Tabla 6), pero a
dos concentraciones de sacarosa: 15y 30 g/L, como se observa en la Tabla 8. Las vitroplantas

se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo de 16/8 horas de luz y oscuridad a 23 £ 2°C

aproximadamente durante 6 semanas. Cada frasco contenia 5 vitroplantas para cada
tratamiento. Posteriormente se evaluaron el nimero de raices producidas y longitud de raices

con papel milimetrado.
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Tabla 8. Tratamientos de concentracion de sacarosa para enraizamiento in vitro.

Concentracion de

Tratamiento Medio sacarosa (g/L)
Tl v, MS 30
£ AN 15
E3 1.0 mg/L AIA 30
E4 1.0 mg/L AIA -
ES 1.5 mg/L AIA 30
E6 1.5 mg/L AIA 15
E7 0.2 mg/L IBA 30
ES 0.2 mg/L IBA 15
E9 0.5 mg/L IBA 30

E10 0.5 mg/L IBA 15
El1 1.0 mg/L IBA &b
E12 1.0 mg/L IBA 15
E13 0.5 mg/L ANA 30
El4 0.5 mg/L ANA 15
E15 1.0 mg/L ANA 30
E16 1.0 mg/L ANA 15
E17 1.5 mg/L ANA 30
E18 1.5 mg/L ANA 15
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2.7. Comparacion de la eficiencia de multiplicacion in vitro frente al cultivo en

biorreactor

Se utilizaron los mejores resultados obtenidos de la fase de multiplicacion de frambuesa para
evaluar la eficiencia del proceso in vitro frente al uso de biorreactores como se muestra en
la Tabla 9. Los datos para evaluar la eficiencia de la fase de multiplicacion fueron longitud

y coeficiente de multiplicacion (CM).

Tabla 9. Comparacion de la eficiencia de multiplicacion in vitro vs biorreactor.

Tratamiento Medio Ambiente
T1 MS + BAP + GA3 In vitro
T4 MS + BAP + GAs Biorreactor

3. Diagrama de flujo de actividades

Recoleccién del
material vegetal

Diseno y construccion

Evaluacion de

Establecimiento ‘
métodos de del biorreactor de

in vitro . .z
. .. inmersion temporal
desinfeccion P
>
v . .
Evaluacién Determinacion
Multiplicacién de sacarosa y Multiplicacion de frecuencia
in vitro comparacién en biorreactores y tiempo de

de eficiencia inmersion

v

Evaluacion
de auxinas

Enraizamiento Evaluacion

in vitro de sacarosa

Figura 6. Diagrama de flujo de las actividades.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

1. Establecimiento in vitro
1.1. Evaluacion de desinfeccion de explantes

Se realizaron 4 tratamientos para el establecimiento in vitro, donde se evalu6 el efecto de
desinfeccion del hipoclorito de sodio y Tween 20 en diferentes tiempos de exposicion con

los explantes (Tabla 4).

Para el establecimiento in vitro de frambuesa variedad Heritage se tomaron como explantes
los segmentos nodales de las primocanas de las plantas madre por una mayor facilidad de
manejo frente a meristemos. Ademas, Villazon Camacho 3! determind que las yemas
axilares (segmentos nodales) son mejores explantes (49.3% de regeneracion) en
comparacion con hojas y apices caulinares (meristemo apical) para el establecimiento in
vitro del género Rubus. El tamafio de los explantes fue de 1.5 cm, ya que un menor tamafio

generaria efectos adversos a la regeneracion como indican Dziedzic et al. 54

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos aplicando los 4 tratamientos a diferentes

concentraciones de hipoclorito de sodio y Tween 20 en diferentes tiempos de exposicion.

Tabla 10. Porcentaje de segmentos nodales de frambuesa no contaminados y

contaminados tras 4 semanas de los tratamientos de desinfeccion.

% Explantes no contaminados % Explantes contaminados
Tratamientos Explantes Explantes

viables oxidados Total Bacterias Hongos Total
T1 0 40 40% 60 0 60%
T2 40 40 80% 20 0 20%
T3 40 20 60% 40 0 40%
T4 60 20 80% 20 0 20%

Como se puede observar en la Tabla 10 y la Figura 7, la menor viabilidad se present6 en el
tratamiento 1 (T1), mientras que la mayor viabilidad se obtuvo utilizando un lavado en
alcohol al 70% por 2 minutos, seguido de un lavado en NaClO al 2.5% con Tween 20 al
0.1% durante 15 minutos (T4). A la primera semana de cultivo, los explantes del tratamiento
4 mostraron la presencia de brotes axilares en su totalidad, pero tras la segunda semana de
cultivo se oxidé uno de los explantes y otro presentd contaminacion. Tras 4 semanas el

tratamiento 4 resultd en una viabilidad del 60%.
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Figura 7. Efecto de los tratamientos de desinfeccion en el porcentaje de

explantes viables, oxidados y contaminados.

La menor contaminacion presentada fue en los tratamientos 2 y 4, resultando en un 20% de
contaminacion. Por otro lado, la mayor contaminacion se presento en el tratamiento 1 en un
60%. Hubo presencia de contaminacién bacteriana, pero ninguna del tipo fungica. La
contaminacion presentada en los tratamientos se podia evidenciar tras la primera semana de
cultivo, pero hubo casos en los que se presentaba tras la segunda y tercera semana. La
contaminacion predominante fue la de una bacteria con coloracion amarilla y capacidad

fermentativa anaerobica.

La oxidacion es uno de los mayores problemas al micropropagar frambuesas. El
pardeamiento, necrosis y muerte de los explantes es causado por la exudacion y oxidacion
de compuestos fenodlicos, lo que resulta en la formacién de quinonas que son altamente
reactivas y toxicas para los tejidos vegetales °°). La menor oxidacion se evidencio en los
tratamientos 3 y 4 con un 20%, mientras que los tratamientos 1 y 2 presentaron 40% de
oxidacion. La oxidacion se mostraba con el ennegrecimiento del explante, y en algunos casos
los fenoles del explante se expandieron al medio de cultivo resultando en una coloracion

ligeramente café.
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Figura 8. Explantes de frambuesa tras una semana de cultivo. A) Explante viable.

B) Explante oxidado. C) Explante contaminado.

Comunmente se utiliza un medio de cultivo sin reguladores para el establecimiento in vitro,
pero en este caso se realizd con la adicion de 1 mg/L de BAP. La adicion de este regulador
dio como resultado un crecimiento acelerado en todos los tratamientos, lo que hacia posible
continuar con un subcultivo a partir de las 2 semanas de introduccién in vitro. Ademas,
crecieron brotes axilares de los explantes con un promedio de 2.83 brotes por explante,
siendo 4 el maximo y 1 brote como minimo. Hunkova et al. 5% suplementaron el medio de
iniciacion con 0.5 mg/L de BAP y 0.2 mg/L de IBA; Poothong et al. 7! utilizaron también
los mismos reguladores, pero a concentracion de 1 mg/L BAP con 0.01 mg/L IBA; y Amalia
et al. 3 emplearon 0.6 mg/L de BAP, 0.5 mg/L de gluconato de calcio y 1 g/L de 4cido
ascorbico reportando la presencia de 2 a 3 brotes en el medio de iniciacion similar a lo

obtenido en el presente trabajo de investigacion.

Al finalizar el tiempo de 4 semanas de cultivo in vitro, los segmentos nodales de frambuesa
variedad Heritage dieron la formacién de brotes vigorosos con una altura de 1 hasta 3.5 cm

como se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. Brotes de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage

tras 4 semanas de introduccion in vitro.

Los mejores resultados obtenidos en la desinfeccion de explantes de frambuesa variedad
Heritage fue de 60% de viabilidad, 20% de oxidaciéon y 20% de contaminacidn bacteriana
utilizando un lavado de 70% de etanol por 2 minutos, seguido de un lavado en Hipoclorito

de sodio (NaClO) al 2.5% con Tween 20 al 0.1% durante 15 minutos.

Existen reportes cuya desinfeccion fue en base a lavados de alcohol y NaClO como el de
Hoepfher et al. [*8 que utilizé una desinfeccion con 70% de etanol por 2 minutos seguido de
10% de NaClO por 12 minutos. Snir 5% solo utilizé ispopropanol al 80% por 30 minutos en

191 utilizaron en

5 variedades de frambuesa incluyendo la variedad Heritage. Stoevska et al. |
su establecimiento una desinfeccion con alcohol 70% por 10-30 segundos seguido de un
lavado en NaClO al 10% por 10 minutos, pero con la adicién de una solucion de sublimado

al 0.1% en variedades Samodiva y Shopska Alena.

Otros autores emplearon la adicion de un surfactante a la desinfeccion de explantes siendo
el mas usado Tween 20. Wu J et al. [®Y realizaron una desinfeccion con 0.6% de NaClO con
2 gotas de Tween 20 por 25 minutos; Arencibia et al. ['*! desinfectaron con 10% NaClO y
0.1% Tween 20 por 15 min; Amalia et al. **! utiliz6 NaClO 1% con gotas de Tween 20 por
15 minutos con las variedades Allgold, Erika y Polka; Poothong °7! desinfecté con 10%
NaClO més Tween 20 por 10 minutos en la variedad Amity; y Debnath S. 1 0.63% de
NaClO con Tween 20 al 0.1% por 15 minutos reportando un 10% de contaminacion y

presencia de oxidacion en algunos explantes. Se optd evaluar la viabilidad del uso de este
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surfactante debido a su presencia en la mayoria de investigaciones obteniendo la mejor

viabilidad (60%) con su empleo.

Otros autores utilizaron en vez de NaClO otro agente desinfectante como el cloruro de
mercurio (HgCl2). Hunkova et al. ) realizaron una desinfeccion 6 minutos de HgCl» al
0.1% con gotas de Tween 20 en variedades Tulameen y Black Jewell reportando presencia
de necrosis en los explantes; Villazon Camacho 33! desinfect6 explantes de frambuesa roja
con 1% de HgCl> por 10 minutos reportando 22.77% de contaminaciéon y 59.44% de
oxidacion con una viabilidad baja del 17.79%; Allccaco J. ) reporté un 70% de viabilidad
sin contaminacidn, pero con 30% de oxidacion empleando HgClz al 0.1% por 10 minutos,
sin embargo, tuvo la misma viabilidad utilizando NaClO al 2.5% por 15 minutos. En el
presente trabajo se omitid el uso de HgClz por su alta toxicidad y requerimiento de un mayor

numero de enjuagues para remover el desinfectante como indican los autores.

Los antibidticos y fungicidas también son una opcidn a utilizar para la desinfeccion de los
explantes como reportaron Hunkova et al. [ al utilizar Cefotaxima (150 mg/L) para
eliminar exitosamente los problemas de contaminaciéon que tuvo; Jones Castro et al. [
utilizaron 6 g/L de Agri-mycin® y bisolex® con 5 g/ de Ferbam® por 60 minutos en bomba
al vacio, sin embargo, obtuvo 51.67% de contaminacion fungica con 45% de viabilidad. Los
autores explican que la ineficiencia del tratamiento con fungicidas fue producida por la

resistencia generada al tratar las plantas madre con el mismo tratamiento.

2. Disefio y construccion de un biorreactor de inmersion temporal

Para el disefio y construccion del biorreactor se tomo como referencia el modelo del
biorreactor SETIS™ en modo de operacion de flujo y reflujo, y en régimen discontinuo
(Batch). El biorreactor esta conformado por dos recipientes colocados uno sobre otro (Anexo
17). El recipiente inferior de 700 ml es de polipropileno, donde contiene el medio de cultivo
liquido; mientras que el recipiente superior de 350 ml es de policarbonato, modificado de un
contenedor Magenta, que contiene el material vegetal. Ambos recipientes tienen dos
conectores, de los cuales uno sirve para unir ambos recipientes mediante una manguera de

silicona y el otro es para la entrada y salida de aire.
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Figura 10. Partes del biorreactor. A) Contenedor de medio de cultivo. B) Contenedor de
material vegetal. C) Mangueras con filtro de goma espuma. D) Manguera de conexion

entre contenedores.

El biorreactor debe permanecer hermético para mantener un ambiente libre de contaminantes
y puedan desarrollarse solo las vitroplantas. El aire de entrada debe ser estéril y se suelen
usar filtros de microporos de 2 pm. Para este trabajo, las mangueras por donde circula aire
contienen un filtro de goma espuma de 22kg/m?, cuyas dimensiones son de 1.5x 1.5x 3 cm
que fueron introducidos a presion, similares a los usados por Calisaya et al. %], como se

observa en la Figura 11.

(/—" manguera
)

\* goma espuma

)

Figura 11. Disefio del filtro de aire a base de espuma.

Nota: Elaboracion propia

Estos filtros de goma espuma mantienen un ambiente estéril dentro del biorreactor. Ademas,
el aire es administrado por dos bombas de aire de pecera de 2.5 W que estan conectadas a

temporizadores que controlan su funcionamiento para establecer los tiempos y frecuencias
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de inmersion. Calisaya et al. [%3] optaron por utilizar filtros de goma espuma, ya que
presenciaron contaminacion con filtros de aire a los 7 dias, y reportan que estos filtros
soportan la potencia de las bombas de aire utilizadas en el presente trabajo, ademas de tener

un menor costo.

Los materiales utilizados en el biorreactor son resistentes a la temperatura de esterilizacion
por autoclave (121°C). La diferencia del material en ambos recipientes es porque el
policarbonato es mas transparente permitiendo un mejor paso de luz y una mejor
visualizacion de los explantes. Las bombas tienen la potencia suficiente para bombear hasta
3L/min de aire. El biorreactor contenia 250 ml de medio liquido en su respectivo contenedor,
el cual es suficiente para alcanzar a llenar la mitad del otro contenedor en estado de inmersion

asegurando el contacto del medio con el material vegetal.

Figura 12. Biorreactores en funcionamiento con sus respectivas bombas de aire y

temporizadores.

2.1. Funcionamiento del biorreactor

El modo de operacion del biorreactor, como se observa en la Figura 13, inicia con un periodo
estacionario, donde el material vegetal esta expuesto y desprovisto de medio de cultivo. Este
periodo es seguido por el ingreso de aire impulsado por una bomba hacia el contenedor de
medio, pasando por un filtro para mantener el interior estéril. El aire ingresado empuja, por
presion, al medio liquido a través de una manguera hacia el contenedor de cultivo generando
un contacto del medio con el material vegetal (distribucion del medio). El medio de cultivo

se mantiene en este contenedor por el tiempo que se designe (tiempo de inmersion). Después
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inicia el drenado con el ingreso de aire a través de otra manguera impulsado por otra bomba
hacia el contenedor de cultivo. El nuevo aire ingresado empuja al medio de cultivo al
contenedor inferior, generando su retorno y terminando el ciclo de una inmersion temporal

para retornar al periodo estacionario. Esto se repite el nimero de veces designado.

o

P ooy

¥ i

L1

[f———|

Figura 13. Disefio operativo del biorreactor. 1) Periodo estacionario. 2) Distribucion del
medio liquido. 3) Tiempo de inmersion. 4) Drenado de medio.

Nota: Elaboracion propia

3. Determinacion de la frecuencia y tiempo de inmersion éptimos en un biorreactor

para la multiplicacion de Rubus idaeus

Se colocaron 5 vitroplantas de frambuesa Rubus ideaeus variedad Heritage provenientes del
establecimiento y una multiplicacién in vitro convencional. En esta etapa se hizo la
comparacion de combinaciones de 3 tiempos de inmersion: 3, 4 y 5 minutos; con 3

frecuencias de inmersion: 2, 3 y 4 veces de inmersion al dia; originando 9 combinaciones.
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Ademas, cada vitroplanta introducida al biorreactor era de 1 cm de altura con un minimo de

3 hojas.

La inmersion se lograba a los 10 segundos de activarse la bomba de aire que inyecta aire al
contenedor del medio de cultivo. El tiempo de inmersiéon culminaba al drenarse todo el

medio del contenedor del material vegetal por la inyeccion de aire de una segunda bomba.

De acuerdo al disefio descrito por Lotfi et al. *?] para un biorreactor SETIS™, se puede
configurar para realizar aireaciones independientes a las inmersiones. Sin embargo, para este
trabajo se empled una aireacion de 30 segundos después de cada inmersion realizada
mediante el continuo funcionamiento de la bomba después de terminada la fase de drenaje

del medio.
3.1. Evaluacion de la longitud de los explantes desarrollados en biorreactor

Para la evaluacion de la longitud de los explantes se analizaron los promedios de cada uno
de las combinaciones de frecuencia y tiempo de inmersion aplicadas. La media mas alta
lograda fue de 1.56 cm de altura en los brotes con la configuracion de 3 minutos de inmersion
por 2 veces al dia (cada 12 horas). Mientras que la menor altura promedio alcanzada fue de
0.94 cm con un tiempo de inmersiéon de 3 min por 3 veces al dia. Sin embargo, las 9
configuraciones evaluadas no tuvieron una diferencia significativa (Prueba de Kruskal-

Wallis, p=0.697) (Anexo 1).

Tabla 11. Media de alturas de brotes de cada configuracion de frecuencia y tiempo de

inmersion.

Frecuencia de inmersion

Tiempo de inmersion (min) 2 3 4
3 1.56cm 094cm 1.21 cm
4 098cm 1.06cm 1.15cm
5 1.00cm 1.16cm 1.13cm

En la Figura 14 se puede observar la comparacion de las 9 configuraciones de tiempo y
frecuencias de inmersion con relacion a la altura media desarrollada por los brotes en el
biorreactor. La altura media mas alta se consiguié con 2 frecuencias de inmersion, pero
conforme se aumentaba el tiempo de inmersion, esta altura disminuia; lo mismo ocurrié con
una frecuencia de 4 veces al dia. Por otro lado, a una frecuencia de inmersion de 3 veces al

dia, la altura media iba aumentado conforme se aumentaba el tiempo de inmersion. Ademas
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en la mayoria de las configuraciones la altura media rondaba en 1 cm de longitud, el cual es

una altura aceptable para continuar con subcultivos de multiplicacion.

1.8
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E/ de
bS] 1.4 inmersion
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Figura 14. Comparacion de tiempos y frecuencias de inmersion para la altura de brotes

obtenidos en multiplicacion por biorreactor.

Los resultados, en cuanto a longitud de brotes, obtenidos en la multiplicacion de frambuesa
variedad Heritage fueron bajos en comparacion a los reportados por otros autores como

(1] que obtuvieron una altura media de 5.97 cm en biorreactores Twin Flask

Arencibia et al.
con un medio suplementado con 1 mg/L BAP y 0.3 mg/L de IBA bajo régimen de 3 minutos
de inmersion 3 veces al dia. Sin embargo, su cultivo en biorreactor empled aireaciones
enriquecidas con COz y su periodo de cultivo fue el doble (30 dias). Por otro lado, Debnath
S. [®! logré una altura media de 3.4 cm en biorreactores RITA® con régimen de 15 minutos

de inmersion 6 veces al dia con un medio suplementado con 1 mg/L de BAP por 8 semanas.

En otras variedades de frambuesa como Himbo Top®, hibrida suiza entre Autumn Bliss con
Himbo Queen, se reportd una altura de 3.87 cm en biorreactor SETIS™ 3 minutos 4 veces
al dia con una aireacion de 2 minutos 8 veces al dia (cada 3 horas) en medio MS modificado
con 0.8 mg/L BAP y 0.01 mg/L IBA cambiando la fuente de hierro a FeEDDHA (649 Clapa
et al. (%] trabajaron con las variedades Willamette y Maravilla logrando unas alturas entre
2.5 y 3.2 cm en biorreactor Plantform™ a 1 minuto de inmersioén cada 4 horas (6 veces al
dia) con una aireacién de 4 minutos cada hora y un medio de cultivo MS con 0.5 mg/L de

BAP.
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3.2. Evaluacion del nimero de brotes y coeficiente de multiplicacion de los explantes

desarrollados en biorreactor

Otro aspecto que se evalu6 para determinar la frecuencia y tiempo de inmersién optima en
el uso de biorreactor para la multiplicacion de vitroplantas de frambuesa fue el nimero de
brotes desarrollados por explante. La configuracion que present6 el nimero mayor de brotes
fue la de 4 minutos de inmersion por 3 veces al dia (cada 8 horas), donde se empezd con 5
brotes y se obtuvo un total de 18 brotes con una media de 3.6 brotes por explante. Sin
embargo, las 9 configuraciones evaluadas no tuvieron una diferencia significativa (Prueba

de Kruskal-Wallis, p=0.525) (Anexo 2).

Tabla 12. Coeficiente de multiplicacion de nimero de brotes de cada configuracion de

frecuencia y tiempo de inmersion.

Frecuencia de inmersion

Tiempo de inmersion (min) 2 3 4
3 1.6 2.4 2
4 2.6 3.6 3.4
5 2.2 2.8 )

El coeficiente de multiplicacion (CM) se hallo mediante la Ecuacion 2. El mayor CM logrado
fue con la configuracion de 4 minutos de inmersion por 3 veces al dia, el cual fue de 3.6. El
valor del CM es el aspecto mas importante en la multiplicacion, ya que determina la

eficiencia en el proceso de obtener un gran nimero de plantas.

En la Figura 15 se puede observar la comparacion de las 9 configuraciones de tiempo y
frecuencias de inmersion con relacion al CM desarrollado por los brotes en el biorreactor.
En todas las frecuencias se aprecia un mayor CM cuando se trabajaba con 4 minutos de
inmersion y ademas, una frecuencia de 3 veces al dia de inmersion tiene un mejor CM en
cualquiera de los tiempos de inmersion. El menor coeficiente de multiplicacion resulto de
un tiempo de inmersion de 3 minutos cada 12 horas (2 veces al dia), que pudo deberse a que

los brotes tuvieron menor contacto con el medio a diferencia de las demas configuraciones.
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Figura 15. Comparacion de tiempos y frecuencias de inmersion para CM de brotes

obtenidos en multiplicacion por biorreactor.

Los resultados obtenidos en cuanto al nimeros de brotes por explante o CM al multiplicar
frambuesa roja Heritage en biorreactor fueron similares a los de otros autores que trabajaron
con la misma variedad como Arencibia et al. ['*], que obtuvieron 3.61 brotes por explante; y
Debnath S. ! con un CM de 1.7. La configuracion éptima lograda en este trabajo presentd
una multiplicacion aceptable frente a estos estudios en un menor tiempo de cultivo (2

semanas).

La respuesta de los brotes de frambuesa depende mucho del genotipo utilizado, esto dificulta

su micropropagaciéon [67:68]

, por eso se debe realizar pruebas para cada variedad a multiplicar.
Diferentes autores tomaron esto en cuenta, por lo que existen varias investigaciones para
cada variedad como Polka realizada por Georgieva et al. [* logrando un CM de 6.7 en
biorreactor RITA® a 20 minutos 1 vez al dia por 4 semanas. Welander M. "% utilizo la
variedad Mormoshalon en biorreactor Plantform™ bajo régimen de 6 minutos de inmersion
2 veces al dia con una aireacion de 4 minutos cada hora obteniendo 3.45 de CM. Clapa et al.
[66] multiplicaron las variedades Maravilla y Willamette logrando un CM de 4.01 y 9.52
respectivamente en biorreactor Plantform™. Por tltimo, Jones Castro et al. [°?l obtuvieron

1.6 brotes por explante en biorreactor RITA® con una inmersioén de 2 minutos 2 veces al dia

por 4 semanas.
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También se observo un patron al evaluar los tiempos y frecuencias de inmersion. Si se
alcanzaba un CM alto, la altura de los brotes era baja en comparacién a la situacioén inversa
donde si se alcanzaba una altura mayor, su CM disminuia. Esta relacion inversamente
proporcional entre altura y CM no se ha descrito como tal en otras investigaciones, pero

también se logra observar al analizar los resultados de diferentes investigaciones.
4. Evaluacion del efecto de las auxinas en el enraizamiento in vitro de Rubus idaeus

En esta etapa se evaluaron las auxinas AIA, IBA y ANA a diferentes concentraciones. De 1
y 1.5 mg/L para AIA (T2 y T3); 0.2, 0.5 y 1 mg/L para IBA (T4, TS y T6); 0.5, 1, 1.5 mg/L
para ANA (T7, T8 y T9); y un control sin la adicion de regulador (T1) en medio MS reducido
a la mitad (%2 MS). Ademas, se utilizaron brotes con un minimo de longitud de 2cm para
enraizar, ya que producen mayor nimero de raiz y soportan mejor las condiciones de estrés

en la aclimatacion >4,

A las 6 semanas de cultivo in vitro, los brotes cultivados con IBA (T4, TS y T6) presentaron
formacion de raiz, pero con desarrollo de callos. Los brotes no presentaron muerte o necrosis,
pero debido a la formacion adicional de callos, se tomaron como sin respuesta. Los brotes
tratados con ANA a 1 y 1.5 mg/L (T8 y T9) también presentaron formacion de raiz, pero con

desarrollo de callos, por lo que tampoco se consideraron como respuesta favorable.

La formacion de callos en la base de las vitroplantas puede obstruir la conexion entre los
brotes y las raices que estan por desarrollarse. Ademads, hay una correlacién negativa entre
la calogénesis (formaciéon de callos) y la supervivencia de las plantas durante su
aclimatacion, por eso es necesario que un protocolo de enraizamiento minimice o elimine la

formacion de callos 7172,

El éxito de enraizamiento se puede cuantificar en base a la presencia de raices por
tratamiento, la gran mayoria de autores reportan esta eficiencia en base al porcentaje de
enraizamiento. En la Figura 16 se puede observar el porcentaje de enraizamiento segun el
tratamiento, donde los tratamientos T1(Control) y T7 (0.5 mg/L ANA) tuvieron el 100% de
enraizamiento. Los tratamientos T4, T8 y T9 presentaron formacién de raices, pero con

presencia de callos basales.
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Figura 16. Porcentaje de enraizamiento por cada tratamiento utilizado.

Se realiz6 una prueba ANOVA, y se puede afirmar que los tratamientos son diferentes a un
95% de nivel de confianza (ANOVA por Tukey, p=0.00009) (Anexo 3) para niimero de
raices y para su longitud (ANOVA por Tukey, p=0.000002) (Anexo 4). El tratamiento que
alcanz6 una mayor media de formacion de raices fue el T3 (1.5 mg/L de AIA), siendo 4.2
raices por brote. Ademas, la longitud media méaxima de raices alcanzada fue de 3.19 cm por

el tratamiento con 0.5 mg/L de ANA (T7).

Tabla 13. Media de longitud y nimero de raices desarrollados por cada tratamiento de

enraizamiento.
Tratamiento N° de raices Longitud de raiz (cm)
T1 2 MS (Control) 3.80ab 2.58a
T2 1mg/L AIA 3.40ab 1.49a0
T3 1.5 mg/L AIA 4.20a 0.540
T4 0.2 mg/L IBA 0.000 0.00v
TS 0.5 mg/L IBA 0.000 0.00b
T6 1 mg/L IBA 0.000 0.00v
T7 0.5 mg/L ANA 4.00a 3.19.
T8 1 mg/L ANA 0.000 0.00v
T9 1.5 mg/L ANA 0.00b 0.00sb

Subindices a, b, ab pertenecientes a prueba Tukey

Como se observa en la Tabla 13, el mayor numero de raices fue el tratamiento 3, mientras
que la mayor longitud de raiz se logr6 en el tratamiento 7. Sin embargo, no hay mucha

diferencia entre los tratamientos 3 y 7 en cuanto a nimero de raices, por lo tanto, se puede
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considerar al T7 como el tratamiento Optimo para el enraizamiento de Rubus idaeus
(frambuesa) variedad Heritage. Por otro lado, el uso del medio 2 MS sin reguladores
(control) present6 una longitud y nimero de raices aceptables; por lo que se puede considerar

este tratamiento como parte de un protocolo comercial para reducir costos de produccion.

Los tratamientos T4, TS, T6, T8 y T9 presentaron calogénesis, por lo que se consideraron
respuestas negativas. Mezzetti et al. [*! explican que para desarrollar una organogénesis
especifica se puede controlar con reguladores de crecimiento en una relacion entre
citoquininas y auxinas. Mientras la concentracion de citoquininas sea mayor, promovera la
formacion de brotes adventicios; y si la concentracion de auxinas es mayor puede promover
el desarrollo de callos o rizogénesis [*). Para el caso de frambuesa variedad Heritage las
auxinas IBA y ANA a concentraciones mayores de 0.5 mg/L producen formacion de callos
basales. Leitzke et al. ["*! obtuvieron resultados similares al trabajar con IBA y reportaron
que en concentraciones mayores a 0.6 mg/L induce la formacion de callos en la variedad

Heritage.

Los mejores tratamientos logrados para enraizamiento in vitro de frambuesa roja Heritage
fueron T1 y T7, control y 0.5 mg/L de ANA respectivamente, con un 100% de
enraizamiento. Estos datos son similares con los logrados por Allccaco J. !, que alcanzé un
70% con una media de 3.5 raices por brote y 0.5 cm de longitud a los 30 dias de cultivo con
1 mg/L de AIA. Debnath S. 1 logr6é un 86% de enraizamiento en un medio de cultivo sin
reguladores. Por tltimo, Snir I. %) enraizé solo 10% con 1 a 2 mg/L de IBA en su medio de

cultivo por mas de 2 meses.

En otras variedades como Allgold, Erika y Polka también se reporté la formacién de callos
aun 95% al utilizar IBA [°%); Mezzetti et al. "3l reportaron que el uso de IBA y ANA produce
callos en periodos largos de cultivo (mas de 45 dias) con la variedad Autumn Bliss. Sin
embargo, otros autores tuvieron éxito al enraizar con IBA como Stoevska et al. ['%], logrando
entre 93.3 al 100% entre 0.51-3.05 cm de longitud en las variedades Shopska Alena y
Samodiva con una concentracion de 0.5 mg/L, sin embargo, a concentraciones mayores de
2 mg/L reporta la presencia de callos basales. Georgieva et al. [*! reportaron 80.5% de
enraizamiento con una concentracion de 0.2 mg/LL IBA en variedad Samodiva, pero en
variedad Magdalena se obtuvo un 26.5% de enraizamiento. Hunkova et al. [*% alcanzaron
80-100% de enraizamiento a 1 mg/L de IBA en variedades Black Jewell y Tulameen.

Sabooni et al. 7%l determinaron que usar IBA a 1.91 mg/L es mas eficiente que utilizar ANA
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para enraizar Rubus spp. Villazon Camacho >3 obtuvo 80.8% de enraizamiento con una
media de 1.74 cm de longitud a 1 mg/L de IBA en frambuesa roja. Por ultimo, Wu J et al.
[69) indicaron hasta 85% de enraizamiento a concentraciones entre 0.3 a 0.5 mg/L de IBA en
frambuesas con 1/5 de medio MT (Mursashige y Tucker, 1969). Por otro lado, Kim C. et al.
[77) reportaron un mejor resultado, 75-100% de enraizamiento con 2.2 raices por explante,
con ANA 1.86 mg/L y 3.72 mg/L para las variedades Joan J. y Polana respectivamente, sin

embargo, también reportaron buenos resultados en un medio sin auxinas.

El proceso de enraizamiento es muy costoso, 35-75% del costo, y algunos laboratorios suelen
eliminar esta fase al juntarla con la aclimatacién denominandolo enraizamiento ex vitro 78,
Existen algunos reportes de enraizamiento ex vitro como el de Arencibia et al. ['], cuyo
enraizamiento fue con sustrato de corteza de pino y zeolita. Zhang et al. [”) reportaron el uso
de un enraizante comercial TakeRoot® (IBA), consiguiendo una formacion de raices desde
la segunda semana de cultivo con un 100% de aclimatacion, sin embargo, tuvo que realizar
una fase extra de elongacion post multiplicacion para alcanzar una altura de 2 cm o més en
los brotes. Lebedev et al. [’8 determinaron un enraizamiento entre 43 a 76% en 7 variedades
rusas; y Hoepfner et al. °® lograron entre 62 a 97% de enraizamiento utilizando turba en

variedades noruegas.

5. Evaluacion del efecto de la concentracion de sacarosa en la micropropagacion

Las plantas derivadas del cultivo in vitro no son capaces inicialmente de producir su propia
materia organica mediante la fotosintesis al permanecer en un ambiente cerrado, por lo tanto,
necesitan un periodo de transicion durante la aclimatacion 8%, Debido a esto, la finalidad de
la adicion de azucar al medio es la de tener una fuente de carbono que la planta normalmente

fija de la atmosfera mediante la fotosintesis 2],

La concentracion 6ptima de sacarosa requerida varia seglin la especie de la planta. Para el
caso de frambuesa existen pocos estudios que se centraron en este tema 78!l Por ello, el
presente trabajo evalud el efecto de la disminucidon de la concentracion de sacarosa de 30

g/L a 15 g/L en las fases de multiplicacion y enraizamiento.
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5.1. Evaluacion del efecto de la concentracion de la sacarosa en la fase de

multiplicacion

Para la fase de multiplicacion en frambuesa variedad Heritage se realizaron cultivos in vitro
a 15y 30 g/L de sacarosa en frascos de vidrio con una densidad de 5 brotes por frasco durante
4 semanas. El medio utilizado fue MS suplementado con 1 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de
GAs. Ademas, se realiz6 un cultivo en biorreactor con el mismo medio de cultivo, pero a 15
g/L de sacarosa, bajo el mejor régimen obtenido de la experimentacion previa (4 minutos de

inmersion, 3 veces al dia) durante 2 semanas.

Tabla 14. Alturas de brotes y Coeficientes de Multiplicacion (CM) alcanzados segiin

tratamientos de concentracion de sacarosa.

Ambiente Sacarosa (g/L) lﬁ‘ l(:r;?cif) CM
il 30 0.88 3.0
15 0.83 2.2

Biorreactor 30 P 36
15 1.32 5.8

El cambio de la concentracion de la sacarosa en la multiplicacion in vitro no tuvo diferencia
significativa para la altura y nimero de brotes (ANOVA, p=0.747, p=0.475 respectivamente)
(Anexo 5 y 6). Sin embargo, las plantas cultivadas a 15 g/L de sacarosa presentaron un CM

y altura media de brotes menor que a 30 g/L de sacarosa como se muestra en la Tabla 14.

Los resultados obtenidos concuerdan con la investigacion de Poothong et al. °71. Redujeron
la concentracion de sacarosa a 0, 10 y 15 g/L. determinando que no hay mucha diferencia al
reducir la concentracion alcanzando un CM de hasta 2.8 y una altura entre 0.7 y 0.9 cm en
la variedad Amity. Sin embargo, también investigd su efecto en un medio MS modificado
aumentando las sales meso y micronutrientes a una doble concentracion logrando un CM de
5.8 utilizando 15 g/L de sacarosa. A pesar de que no exista una diferencia significativa entre
las concentraciones de sacarosa, para la multiplicacion in vitro en variedad Heritage es
recomendable mantener la concentracion de 30 g/L por mantener una multiplicacion

aceptable.

En cuanto a la multiplicacién en biorreactor, la disminucién de la concentracion de sacarosa
tuvo una diferencia estadisticamente significativa (ANOVA, p=0.034) (Anexo 7) para el

coeficiente de multiplicacion, el cual fue 5.8. Sin embargo, para la altura media de brotes no
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tuvo diferencia significativa (ANOVA, p=0.07) (Anexo 8). A pesar de ello, también se puede

observar un ligero incremento de altura en 1.32 cm.

Los resultados para la multiplicacion en biorreactor de frambuesa variedad Heritage fueron

(151" ya que obtuvieron un CM de 3.85 al

superiores a los obtenidos por Arencibia et al.
disminuir la concentracion de sacarosa a 15 g/L frente a un CM de 3.61 en 30 g/L. En
contraste, el presente trabajo si tuvo una mayor diferencia en el CM debido a que se

optimizaron los tiempos y frecuencias de inmersion.

[15] no tuvo mucha diferencia al multiplicar con

Aunque el trabajo de Arencibia et al.
reduccion de la sacarosa, reportan un mejor aspecto de los brotes debido a una mayor
eficiencia en su capacidad fotosintética. Este mejor aspecto también se encuentra presente
en la multiplicacién en biorreactor realizada en frambuesa variedad Heritage para este

trabajo.

5.2. Evaluacion del efecto de la concentracion de la sacarosa en la fase de

enraizamiento

Para la evaluacion de la concentracion de sacarosa en el enraizamiento de frambuesa
variedad Heritage se realizaron cultivos in vitro con 15 g/L. de sacarosa en medio MS
reducido a la mitad con los mismos reguladores evaluados anteriormente (AIA, IBA y ANA)

en las mismas concentraciones, ademas del cultivo control sin reguladores.

120%

100%

80%

60%

4

2

0 |

Control  AIA1l AIA1lS5 IBA02 IBA0S5 1IBA1 ANAO0S5 ANAI1l ANALS
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

Porcentaje de enraizamiento
S
X

QR
X

X

Tratamientos de enraizamiento

m30g/L sacarosa ™ 15g/L sacarosa

Figura 17. Comparacion de los porcentajes de enraizamiento segun los tratamientos

utilizados a 15 y 30 g/L de sacarosa.
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El porcentaje de enraizamiento no vari6 con el cambio de la concentracion de sacarosa en el
medio, con excepcion del tratamiento con la adicion de 1 mg/L de AIA donde muestra un

incremento de 60% hasta 100% de enraizamiento como se observa en la Figura 17.

Los resultados obtenidos en la Tabla 15 muestran que al disminuir la concentracion de
sacarosa a 15 g/L y la adicion de un Img/L de AIA alcanza una media de 4.2 raices por
explante y un mayor porcentaje de enraizamiento (Figura 17) indicando un efecto positivo a
la reduccion de la concentracion de sacarosa. En la evaluacion estadistica se muestra que
existe diferencia significativa entre concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo de

enraizamiento (ANOVA, p=0.035) (Anexo 9).

En relacidn a la longitud de raices también se muestra un efecto positivo en el medio con 1
mg/L de AIA alcanzando una media de 2.12 c¢m al reducir la concentracion de sacarosa a la
mitad (Tabla 15). Estos datos corroboran con el analisis estadistico que indica diferencia

significativa entre las dos concentraciones de sacarosa (ANOVA, P=0.03) (Anexo 10).

Tabla 15. Numero de raices y longitud media segun la concentracion de sacarosa y auxina

utilizada en el medio de enraizamiento.

Auxina Sacarosa (g/L)  N° de raices Lon,gltud de
raiz (cm)

30 3.8 2.58

Control s e oo

30 3.4 1.49

AIA Img/L 16 5 21

30 4.2 0.54

AIA 1.5mg/L / 0 o>
IBA 0.2mg/L -;"5) : :
IBA 0.5mg/L 30 - -
15 _ i
30 ] -
IBA 1mg/L 15 ) ]

ANA 0.5mg/L ?(5’ 40 319
ANA Img/L ?‘5) : :
ANA 1.5mg/L ?(5) : :
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La reduccion de la concentracion de sacarosa a la mitad (15 mg/L) en el medio para enraizar
frambuesa variedad Heritage muestra un efecto negativo reduciendo el nimero y longitud
de raices, e incluso con la formacion de callos basales al utilizar 0.5 mg/L de ANA. La tnica
excepcion fue al utilizar 1 mg/L de AIA, el cual resulté en un efecto positivo. Este

comportamiento depende de la variedad utilizada y puede cambiar entre genotipos [67:63:82],

Existen pocos reportes donde se evala la concentracion de sacarosa en fase de
enraizamiento para frambuesas. Deng et al. B!l indujeron la capacidad fotosintética en la
variedad Festival al cultivarlas al reducir la concentracion de sacarosa a 20, 10y 0 g/L en un
medio con 0.5 mg/L de IBA e inyecciones de aire enriquecido en CO2. Al reducir la
concentracion de sacarosa se logra un ambiente mixotrofico logrando raices de 7.3 cm y al
quitar la sacarosa el ambiente se convierte en autotrofico alcanzando raices de 3.2 cm. Sin
embargo, destacan que en un ambiente autotrofico se forman raices peludas, y a pesar de
tener un menor tamafio, las plantas se adaptan a la aclimatacidn mas rapido que las cultivadas

en ambiente mixotrofico B,

Por otro lado, en un estudio con zarzamora (Rubus fruticosus) realizado por Dewir et al. [33]
se evaluo la concentracion de sacarosa en 0, 15, 30, 45 y 60 mg/L en combinacion con
tratamientos de luz LED a diferentes longitudes de onda en un medio suplementado con 1
mg/L de IBA. Reportd que concentraciones entre 15 a 60 g/L de sacarosa indujeron 100%
de enraizamiento y que un medio sin sacarosa inhibe el desarrollo de raices; esto indica que
la presencia de sacarosa en un medio con auxinas es indispensable para el enraizamiento in

vitro 83,

6. Comparacion de la eficiencia de la multiplicacion in vitro frente al cultivo en

biorreactor

La propagacion convencional de frambuesa requiere mucho tiempo y el material vegetal no
esta libre de virus. La micropropagacion permite una rapida multiplicacion y libre de virus
6] Sin embargo, existe una expectativa de poder disponer de mejores sistemas para la
propagacion de plantas in vitro que superen a los convencionales y reducir los costos de

produccion B4,
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Tabla 16. Longitud de brotes y CM de frambuesa variedad Heritage

multiplicadas in vitro y en biorreactor.

Ambiente Tleml.)o de CM Longitud de
cultivo brotes (cm)
In vitro 4 semanas 3.0 0.88
Biorreactor 2 semanas 5.8 1.32

Se evalud la eficiencia de multiplicacion de frambuesa variedad Heritage en un ambiente in
vitro frente a un ambiente en biorreactor, donde los parametros de respuesta fueron CM y
longitud de brotes. Se tomaron en cuenta los mejores resultados del cultivo in vitro y en
biorreactor (4 minutos de inmersion por 3 veces al dia) en un medio MS suplementado con
1 mg/L de BAP y 0.5 mg/L. de GA3, donde las concentraciones de sacarosa fueron 30 y 15
g/L respectivamente. Los resultados obtenidos y que se observan en la Tabla 16 demuestran
que el cultivo en biorreactor fue superior con CM de 5.8 y una longitud media de brotes de
1.32 cm. Las respuestas para ambos ambientes fueron estadisticamente significativas tanto
para CM (ANOVA, p=0.048) (Anexo 11) como para la longitud de brotes (ANOVA,
p=0.021) (Anexo 12).

Existen pocas investigaciones donde se compara la eficiencia de un cultivo in vitro frente a
biorreactor para frambuesa variedad Heritage. Arencibia et al. [ determinaron una ligera
mejora en el CM al utilizar biorreactor Twin Flask alcanzando 3.8 brotes por explante frente
aun CM de 3.15 cultivando in vitro; pero si logré un mejor desempeiio en la elongacion de

los brotes de hasta 9.21 cm.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo (Tabla 16) demuestran que el cultivo en
biorreactor supera al cultivo in vitro convencional para Rubus idaeus (frambuesa) variedad
Heritage. Esta respuesta se contrasta con los datos reportados de cultivo in vitro de la misma
variedad por otros autores con coeficientes de multiplicacion de 3.15 151, 2.5 591/ 54 Py 53
(85 En cuanto a la altura media de los brotes se logrd superar al reportado por Allccaco ¥
(0.2 cm), pero no al de Arencibia et al. '3 (5.78 cm). Ademas, el tiempo de cultivo en

biorreactor se pudo reducir a la mitad (2 semanas) en comparacion con el cultivo in vitro.

En otras variedades de frambuesa, como Polka, se reportd6 un CM de 6.7 utilizando
biorreactor RITA® frente a un CM de 3.2 en cultivo in vitro convencional %!, Clapa et al.
(6] observaron que al utilizar biorreactor Plantform™ se logra un menor CM frente al cultivo

in vitro (9.52 y 16.90 respectivamente) en variedad Willamette y Maravilla (4.01 y 5.9).
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Welander et al. °! también utilizaron biorreactor Plantform™, sin embargo, no encontraron
diferencias significativas entre usar biorreactor y cultivar in vitro, CM de 3.45 y 3.85
respectivamente; aunque reporto rastros de vitrificacion con el empleo de biorreactor. Con
frambuesa Himbo Top® usando SETIS™ se logr6 CM de 1.05 con 3.87 cm de altura, valores
notablemente menores en comparacion al cultivo in vitro con un CM de 5.7 y una altura de
3.08 cm %4631 Jones Castro [®?) no obtuvo diferencia significativa entre el uso del biorreactor

RITA® y el cultivo in vitro.

Tras dos semanas de cultivo en biorreactor los brotes de frambuesa presentaron una mayor
vigorosidad y mejor aspecto de las hojas. Esta caracteristica es corroborada por diversos
autores (1362646569 E] mejor aspecto de las plantas cultivadas en biorreactor se debe a que

o [6%41; y el mayor tamafio

existe una mejor distribucion de los nutrientes al usar medio liquid
de hojas por la acumulacién de agua [*). También se debe a la capacidad fotosintética de las
plantas; y existe una relacion entre ésta y la concentracion de sacarosa en el medio que afecta
al vigor de la planta >, Un ambiente heterétrofo es aquel donde la fuente de carbono de la
planta depende del medio de cultivo (sacarosa); un ambiente mixotrofico induce la capacidad
parcial fotosintética en la planta para producir sus propios carbohidratos al reducir la
concentracion de sacarosa en el medio y proporcionarle una aireacion rica en COz2; y un
ambiente autotrofo elimina la fuente de carbono en el medio para inducir la fotosintesis en
las plantas imitando las condiciones in vivo 98186871 T og resultados y aspecto de las plantas

cultivados en biorreactor (Tabla 16 y Figura 18B) fueron gracias a la reduccion de la sacarosa

en el medio y a las aireaciones suministradas, estableciéndose asi un ambiente mixotrofico.

Figura 18. Brotes multiplicados de frambuesa variedad Heritage.

A) Brotes multiplicados in vitro. B) Brotes multiplicados en biorreactor.
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CONCLUSIONES

1. El tratamiento més adecuado para la desinfeccion de segmentos nodales como explantes
de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage fue utilizando un lavado de Hipoclorito
de sodio (NaClO) al 2.5% con Tween 20 al 0.1% durante 15 minutos logrando un 60%
de viabilidad y 2.83 brotes por explante al utilizar medio MS suplementado con 1 mg/L

de BAP.

2. Se logré disenar y construir un biorreactor de inmersion temporal basado en el modelo
SETIS™ utilizando un sistema de flujo y reflujo impulsado por bombas de 2.5 W, con

aireacion estéril gracias a filtros de goma espuma.

3. Se determind que un tiempo de inmersion de 4 minutos con una frecuencia de 3 veces al
dia fue el 6ptimo para multiplicar brotes de Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage,

logrando un coeficiente de multiplicacion de 3.6 y una longitud media de 1.06 cm.

4. Se establecid que el medio de enraizamiento MS a mitad de concentracion (1/2 MS)
suplementado con 0.5 mg/L de ANA permite un enraizamiento de 4 raices por brote de
3.19 cm de longitud media. Ademas, el uso de la auxina IBA de 0.2 a 1 mg/L indujo a la

formacion de callos basales en Rubus idaeus (frambuesa) variedad Heritage.

5. Lareduccion de la concentracion de sacarosa no tuvo efecto en la fase de multiplicacion
in vitro, sin embrago en la multiplicacién por biorreactor si tuvo un efecto positivo
alcanzando un coeficiente de multiplicacion de 5.8. Mientras que en el enraizamiento in
vitro se obtuvo un efecto variado, donde a concentracion de 1 mg/L de AIA mejord la
formacion de raices hasta 4.2 por brote de 2.12 cm de longitud media, sin embargo, se
observo calogénesis basal con 0.5 mg/L de ANA en Rubus idaeus (frambuesa) variedad

Heritage.

6. Se logro establecer que el cultivo en biorreactor fue superior al cultivo in vitro
convencional mejorando el coeficiente de multiplicacidn, altura de brotes y su aspecto al
establecerse un ambiente mixotréfico en la fase de multiplicacion para Rubus idaeus

(frambuesa) variedad Heritage.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE i < - §ie"CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

1. Se recomienda a los investigadores realizar mas pruebas de desinfeccion para aumentar
la viabilidad al establecer in vitro; y modificar el medio MS en sus sales meso y fuente
de hierro, ademés de otras concentraciones y combinaciones de reguladores de

crecimiento para aumentar la eficiencia de multiplicacion de brotes.

2. Se sugiere a las empresas de micropropagacion optimizar el disefio del biorreactor con la
adicion de valvulas de escape de aire para evitar altas presiones dentro de los
contenedores y probar diferentes frecuencias y tiempos de aireacion ambiental y/o
enriquecidas en COz2 para el cultivo en biorreactor; ademas de analizar la viabilidad de la
eliminacion de la sacarosa en el medio para establecer un ambiente autotréfico en los

biorreactores.

3. Se recomienda a los centros de investigacion experimentar con combinaciones de luz a
diferentes longitudes de onda para establecer el mas favorable para el cultivo in vitro de
frambuesas y evaluar otros métodos de enraizamiento de brotes como en biorreactor o ex

vitro en frambuesa variedad Heritage.
4. Se sugiere a los productores optar por utilizar plantas obtenidas por cultivo in vitro para

garantizar un cultivo uniforme y de calidad, ademas de establecer parcelas piloto para

analizar la introduccion del cultivo de frambuesa en la region.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para tamaio de brotes en multiplicacion por

biorreactores.

Prueba
Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales
Hipotesis alterna  Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL ValorH Valorp
No ajustado para empates 8  5.53 0.700
Ajustado para empates 8 556 0.697

Estadisticas descriptivas
Biorreactor N Mediana Clasificacion de medias Valor Z

B1 5 1.50 33.8 1.95
B2 5 0.90 16.5 -1.17
B3 5 1.00 24.5 0.27
B4 5 1.05 25.2 0.40
B5 5 1.13 22.0 -0.18
B6 5 0.70 20.1 -0.52
B7 5 0.90 19.1 -0.70
B8 5 1.00 22.7 -0.05
B9 5 1.30 23.1 0.02
General 45 23.0

Anexo 2. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis para nimero de brotes en multiplicacion por

biorreactor.

Prueba
Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales
Hipotesis alterna Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL ValorH Valorp
No ajustado para empates 8 6.67 0.573
Ajustado para empates 8 7.10 0.525

Estadisticas descriptivas
Biorreactor N Mediana Clasificacion de medias Valor Z

B1 5 1 14.9 -1.46
B2 5 2 22.7 -0.05
B3 5 2 19.3 -0.67
B4 5 2 26.0 0.54
B5 5 4 34.1 2.00
B6 5 3 259 0.52
B7 5 2 21.8 -0.22
B8 5 2 22.1 -0.16
B9 5 1 20.2 -0.51
General 45 23.0
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Anexo 3. Prueba estadistica de ANOVA por Tukey para numero de raices en los tratamientos

de enraizamiento in vitro.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 8 1664  20.806  5.820.00009
Error 36 128.8 3.578
Total 44 295.2

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
TRATAMIENTO N Media Agrupacion

T3 5 420 A

T7 5 4.000A

T1 5 3.80A B
T2 5 3.40 A B
9 5 0.000000 B
T8 5 0.000000 B
T4 50.000000 B
T6 5 0.000000 B
T5 5 0.000000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 4. Prueba estadistica de ANOVA por Tukey para longitud de raices en los

tratamientos de enraizamiento in vitro.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 8 6283  7.8535  8.66 0.000002
Error 36 32,63  0.9064
Total 44 9546

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
TRATAMIENTO N Media Agrupacion

T7 5 3.186 A

T1 5 2.580 A

T2 5 1492 A B
T3 5 0.544 B
T9 5 0.000000 B
T8 50.000000 B
T4 5 0.000000 B
T6 50.000000 B
T5 50.000000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 5. Prueba estadistica de ANOVA para altura de brotes de multiplicacion in vitro a

diferente concentracion de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC McC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos 1 0.005783 0.005783  0.11 0.747
Error 8 0.414025 0.051753
Total 9 0.419808

Anexo 6. Prueba estadistica de ANOV A para numero de brotes de multiplicacion in vitro a

diferente concentracion de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos 1 1.600 1.600 056 0475
Error 8 22.800 2.850
Total 9 24400

Anexo 7. Prueba estadistica de ANOVA para coeficiente de multiplicacion en biorreactor a

diferente concentracion de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTOS 1 4900 49000 6.53 0.034
Error 8 6.000  0.7500
Total 9 10.900

Anexo 8. Prueba estadistica de ANOVA para longitud de brotes en biorreactor a diferente

concentracion de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p

TRATAMIENTOS 1 0.1731 0.17314 438 0.070
Error 8 0.3165 0.03956
Total 9 04897
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Anexo 9. Prueba estadistica de ANOVA para nimero de raices en los tratamientos de

enraizamiento in vitro a diferentes concentraciones de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 7817 11168 2.00 0.086
Lineal 4 48.10 12.025 2.15 0.097
Tratamiento 3 20.88 6.958 1.25 0.310
Sacarosa 1 2722 27225 487 0.035
Interacciones de 2 3 30.07 10.025 1.79 0.168
términos
Tratamiento*Sacarosa 3 30.07 10.025 1.79 0.168
Error 32 178.80 5.587
Total 39 256.97

Anexo 10. Prueba estadistica de ANOVA para longitud de raices en los tratamientos de

enraizamiento in vitro a diferentes concentraciones de sacarosa.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 41171 5882 491 0.001
Lineal 4 19912 4978 4.15 0.008
Tratamiento 3 13734 4578 382 0.019
Sacarosa 1 6.178 6.178  5.15 0.030
Interacciones de 2 3 21.259 7.086 591 0.003
términos
Tratamiento*Sacarosa 3  21.259 7.086 591 0.003
Error 32 38367 1.199
Total 39 79.538

Anexo 11. Prueba estadistica de ANOVA para nimero de brotes en los tratamientos de

multiplicacion in vitro frente a biorreactor.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust.  Ajust. Valor F Valor p
Ambiente 1 19.60 19.600 544 0.048
Error 8 28.80 3.600
Total 9 4840
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Anexo 12. Prueba estadistica de ANOVA para longitud de brotes en los tratamientos de

multiplicacion in vitro frente a biorreactor.

Analisis de Varianza

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Ambiente 1 04849 048489 8.14 0.021
Error 8 04767 0.05959
Total 9 09616

Anexo 13. Graficas de los resultados obtenidos en multiplicacion de brotes en biorreactor.
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Figura 1. Comparacion de cada configuracion de tiempo (T) y frecuencia (F) de inmersion

obtenidas en biorreactor. A) Coeficiente de Multiplicacion. B) Altura media de brotes.
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Anexo 14. Graficas de los resultados obtenidos en enraizamiento de brotes in vitro.
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Figura 2. Comparacion de los tratamientos de enraizamiento a diferentes

concentraciones de auxinas. A) Longitud media de raices.

B) Numero de raices por brote.
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Anexo 15. Graficas de la evaluacion del efecto de la concetracion de sacarosa en el cultivo

in vitro.
A m 15 g/L sacarosa m30 g/L sacarosa B m 15 g/l sacarosa m30 g/L sacarosa
1.4 7
1.2 6
8
= 1 85
5 o
e s
208 5 4
g A
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E g
<04 T2
Z
0.2 1
0 0

In vitro Biorreactor In vitro Biorreactor

Figura 3. Comparacion de cultivo in vitro vs biorreactor en diferente concentracion de

sacarosa. A) Altura de brotes. B) Numero de brotes por explante.
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Figura 4. Numero de raices por brote seglin tratamiento y concentracion de sacarosa.
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Figura 5. Longitud de raices por brote seglin tratamiento y concentracion de sacarosa.

Anexo 16. Evidencias fotograficas del trabajo de investigacion.

Figura 6. Segmentos nodales de frambuesa en tubos de ensayo para su

establecimiento in vitro.
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Figura 7. Establecimiento in vitro del Tratamiento 1 (T1) de desinfeccion en el transcurso

del tiempo. A) Semana 1. B) Semana 2. C) Semana 3. D) Semana 4.

Figura 8. Establecimiento in vitro del Tratamiento 2 (T2) de desinfeccion en el transcurso

del tiempo. A) Semana 1. B) Semana 2. C) Semana 3. D) Semana 4.
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Figura 9. Establecimiento in vitro del Tratamiento 3 (T3) de desinfeccion en el transcurso

del tiempo. A) Semana 1. B) Semana 2. C) Semana 3. D) Semana 4.

P

1P Yy

Figura 10. Establecimiento in vitro del Tratamiento 4 (T4) de desinfeccion en el

transcurso del tiempo. A) Semana 1. B) Semana 2. C) Semana 3. D) Semana 4.
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Figura 11. Yema de frambuesa establecida in vitro.

Figura 12. Brotes de frambuesa a partir de un segmento nodal

después de 4 semanas de cultivo.
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Figura 13. Brotes separados del segmento nodal del establecimiento in

vitro con medio suplementado con BAP.

Figura 14. Brotes de 1 cm de longitud para iniciar

cultivos en biorreactor € in vitro.
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Figura 15. Introduccion de los brotes de frambuesa en los biorreactores.

Figura 16. Biorreactor operando en fase de inmersion.
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Figura 17. Plantas cultivadas en biorreactor con 30 g/L de sacarosa en el medio.

Figura 18. Plantas cultivadas en biorreactor con 15 g/L de sacarosa

en el medio (ambiente mixotrofico).
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Figura 19. Enraizamiento de frambuesas en /2 MS sin auxinas.

A) 30g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Figura 20. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 1 mg/L de AIA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.
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Figura 21. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 1.5 mg/L de AIA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Figura 22. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 0.2 mg/L de IBA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.
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Figura 23. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 0.5 mg/L de IBA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Figura 24. Enraizamiento de frambuesas en /2 MS con 1 mg/L de IBA.

A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

Figura 25. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 0.5 mg/L de ANA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Figura 26. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 1 mg/L de ANA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.
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Figura 27. Enraizamiento de frambuesas en 2 MS con 1.5 mg/L de ANA.
A) 30 g/L de sacarosa. B) 15 g/L de sacarosa.

Figura 28. Aclimatacion de plantulas enraizadas in vitro.
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Figura 29. Brote de frambuesa aclimatado y con formacion de raices sanas.

Figura 30. Plantines de frambuesa producidos por el presente trabajo aclimatados.
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Figura 31. Plantas madre en floracion y fructificacion.

Anexo 17. Planos del biorreactor
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Figura 32. Planos del biorreactor en vista lateral y frontal.
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Anexo 18. Figuras complementarias.
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Figura 33. Estructura de la planta de Rubus idaeus (frambuesa)

Nota: Elaboracion propia
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Figura 34. Partes del fruto de frambuesa.

Nota: Elaboracion propia
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Figura 35. Vias del cultivo in vitro.

Nota: Elaboracion propia
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Figura 36. Fases de la micropropagacion.

Nota: Elaboracion propia
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Figura 37. Principales paises productores de frambuesa.

Nota: Elaboracion propia
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