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RESUMEN

Se evalué la proliferacion in vitro de brotes de Vaccinium corymbosum
var. Biloxi, en medios de cultivo que variaron en sales inorganicas y
niveles de pH. Segmentos de tallo de 2 cm de longitud que solo tenian
yemas axilares, y otros segmentos tenian apice y yemas axilares, se
establecieron en medios de cultivo con sales inorganicas WPM50 %
(Woody Plant Medium), MS50 % (Murashige y Skoog) y la combinacion
MS50 %-WPM50 % a diferentes niveles de pH (4.5, 5.0y 5.5), y contenian
25 g L' de sacarosa, 100 mg L' de myo-inositol, 0.4 mg L' de tiamina-
HCI, 2 mg L' 2iP, 0.5 mg L' de piridoxina, 0.5 mg L' de &cido nicotinico,
2 mg L' de glicina, 5.7 g L' de agar. Se evaluaron las variables longitud
de brote, numero de hojas y niumero de brotes a los 40, 80 y 120 dias
de incubacioén. El experimento se establecié de acuerdo con un disefio
completamente aleatorio, con arreglo factorial 3x3x2. Los segmentos de
tallo que se establecieron en medios de cultivo con sales inorganicas
MS50 %-WPM50 % y con niveles de pH 4.5 o 5.0, desarrollaron brotes
axilares que fueron mayores en tamano (5.5 y 5.8 cm) y niumero de hojas
(11.5y 11.8).

PALABRAS CLAVE: Arandano, micropropagacion,

inorganicas MS, sales inorganicas WPM.
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Cultivo in vitro de Vaccinium. / Vaccinium culture in vitro.

ABSTRACT

In vitro shoot proliferation of Vaccinium corymbosum var. Biloxi was evaluated in culture
media that varied in inorganic salts and pH levels. Stem segments 2 cm long that had only axillary
buds, and other segments had apex and axillary buds, were established on culture media containing
inorganic salts WPM50 % (Woody Plant Medium), MS50 % (Murashige and Skoog) and the
combination MS50 %-WPM50 % at different pH levels (4.5, 5.0, and 5.5), and contained 25 g L™
sucrose, 100 mg L' myo-inositol, 0.4 mg L' thiamine-HCL, 2 mg L' 2iP, 0.5 mg L™ pyridoxine, 0.5
mg L' nicotinic acid, 2 mg L' glycine, 5.7 g L' agar. The variables shoot length, number of leaves,
and number of shoots were evaluated at 40, 80, and 120 days of incubation. The experiment was
set up in a completely randomized design, with a 3x3x2 factorial arrangement. Stem segments
established in culture media with MS50 %-WPM50 % inorganic salts and pH levels 4.5 or 5.0,
developed axillary shoots that were larger (5.5 and 5.8 cm) and number of leaves (11.5 and 11.8).

KEY WORDS: Blueberry, micropropagation, MS inorganic salts, WPM inorganic salts.

Introduccién

El cultivo de arandano (Vaccinium sp.) ha adquirido importancia a nivel mundial debido a
su valor cultural, nutrimental y econdmico (Hine-Gomez & Abdelnour-Esquivel, 2013; Chen et al.,
2018; Wang et al., 2019; Georgieva & Kondakova, 2021). Los principales paises productores a nivel
mundial son Estados Unidos, Canada, Chile, Peru y Espafa (Zarate et al., 2017; USDA, 2021).
México ocupa el sexto lugar en produccion de arandano, en una superficie de 11,400 hectareas,
y durante el afio 2021 se produjeron 66,482 t. Las entidades federativas con mayor produccion
son Jalisco, Michoacan y Sinaloa (SIAP, 2022). Aunque no existen registros de la produccion en
Oaxaca, hay regiones que presentan condiciones edafolégicas y climaticas apropiadas para su
cultivo. Para asegurar su éxito productivo es necesario contar con productores locales de material
vegetal que permitan establecer huertos comerciales con plantas que posean calidad genética,
morfoldgica, fisiologica y fitosanitaria, dicho material se produce utilizando la técnica de cultivos
de tejidos vegetales que permite producir gran niumero de plantulas genéticamente uniformes y
libre de patdgenos. Para lo cual, es indispensable generar un protocolo de propagacion vegetal
masivo a partir de plantas madre u orteto de variedades exitosas en Oaxaca.

Los factores que influyen en el crecimiento y desarrollo in vitro de un explante son: el
genotipo, condicién sanitaria y fisioldgica de la planta orteto, la composicion del medio de cultivo y
el ambiente de incubacion (Greenway et al., 2012; Bhojwani & Dantu, 2013). Los medios de cultivo
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estan compuestos por agua, carbohidratos, reguladores de crecimiento, vitaminas y nutrimentos
minerales esenciales especificos para cada especie vegetal y etapa de propagaciéon (George &
Klerk, 2008; Greenway et al., 2012). La disponibilidad de los elementos esenciales es fundamental
y esta determinada por el pH y el potencial osmotico del medio de cultivo que resulta de la fuente,
concentracioén y la concentracion iénica total del medio de cultivo (Bonga & Durzan, 1987; Morard
& Henry, 1998; Molinos-da Silva et al., 2004). El medio de cultivo para plantas lefiosas Woody
Plant Medium, WPM (Lloyd & McCown, 1980; Wolfe et al., 1983) tiene baja concentracién de
iones (42.39 mM L"), y es de las formulaciones mas utilizadas en la propagacion in vitro de
arandano. El medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) cuya concentracién de iones es
de 94.25 mM L', fue disefiado para cultivo de tejidos de tabaco (Nicotiana tabacum L), se usa
frecuentemente porque ha demostrado ser eficiente para la proliferaciéon celular, morfogénesis
y multiplicacion de propagulos de diferentes especies (George et al., 2008; Martinez-Villegas et
al., 2015), Agave angustifolia Haw, A. potatorum Zucc, A. fourcroydes Lem, A. tequilana Weber,
A. grijalvensis B. Ullrich, A. americana var. oaxacensis Gentry (Enriquez-del Valle et al., 2018),
Hylocereus monacanthus (Lem) Britton & Rose (Montiel-Frausto et al., 2016), Laelia halbingeriana
Salazar & Soto Arenas (Garcia-Gonzalez et al., 2020). El arandano es considerado una planta
calcifuga, ya que el nivel 6ptimo de crecimiento in vitro de brotes de arandano oscila con pH de
4.5 a 5.5 (Retamales & Hancock, 2012), mientras que para el cultivo in vitro de otras especies
como: Beaucarnea inermis (S. Watson) Rose, el pH del medio de cultivo es de 5.7 (Guillén et al.,
2015), y para Persea americana Mill (Ibarra-Lopez et al., 2016), Agave potatorum Zucc (Enriquez-
del Valle et al., 2016), Echinocactus platyacanthus Link & Otto (Lépez-Escamilla et al., 2016),
Myrmecophila grandiflora Walter Hood Fitch (Chavez-Cruz et al., 2022), Malus domestica Borkh
(Cabral-Miramontes et al., 2022), se usan medios de cultivo con pH de 5.7 a 6.0. Por lo anterior, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar el crecimiento in vitro de brotes axilares de Vaccinium
corymbosum var. Biloxi, establecidos en medios de cultivo que variaron en formulacién de sales
inorganicas MS50 %, WPM50 % y la combinacion MS50 %-WPM50 %, con tres valores de pH
(4.5,5.0y5.5).

Material y Métodos
Material vegetal

El presente estudio se realizé durante 2022-2023 en el Laboratorio de cultivos de tejidos
vegetales, del Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca, ubicado en Santa Cruz Xoxocotlan,
Oaxaca, México. Plantas micropropagadas de arandano Vaccinium corymbosum, var. Biloxi fueron
adquiridas a la empresa BIOTEC MARPA SPR DE RL DE CV®., en el municipio de Ziracuaretiro,
Michoacan. Las plantas se establecieron en macetas de polietileno negro de 30.8 dm?, en un
sustrato que fue una mezcla de turba 35 %, fibra de coco 35 % y perlita 30 %; se mantuvieron
bajo sombra con malla al 35 %, en donde recibieron riegos con regadera manual y fertirriego una
vez por semana con solucién universal Steiner (1984).
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Establecimiento de cultivos asépticos

Para el establecimiento de cultivos in vitro, se preparé medio de cultivo con una mezcla
de sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962) y WPM (Lloyd & McCown, 1980) cada uno al
50 % (Tabla 1) (Bonga & Durzan, 1987), se complementd con 25 g L' de sacarosa, 1.5 mg L' de
2iP, 100 mg L' de myo-inositol, piridoxina 0.5 mg L™, acido nicotinico 0.5 mg L™, glicina 2 mg L.
El pH del medio se ajusté a 5, con HCl o NaOH 1 N, antes de agregar 5.7 g L' de agar, que fue
disuelto con calor y agitacion y se distribuyeron 20 mL en cada frasco de vidrio de 145 cm?, y cada
frasco se cerrd con una tapa de polipropileno. Los frascos con medio de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 1.2 kg cm2 de presién a 120 °C durante 17 min.

Para el establecimiento de cultivos asépticos in vitro, de las plantas en vivero se
seleccionaron ramas vigorosas y sanas de las que se cortaron varetas de 10 cm de longitud, con
apice y yemas axilares; éstas se colocaron en bolsas de polietileno para su transporte al laboratorio,
en donde se cortaron en segmentos de 5 cm de longitud, se colocaron en un recipiente de vidrio
de 9 cm de altura y 7 cm de diametro, para someterlas a desinfeccion superficial que consistio
en lavado en agua con 0.5 % p/v detergente, y se enjuagaron con agua potable; posteriormente
se sumergieron durante 15 min en solucién al 0.3 % de hipoclorito de sodio, seguido de tres
enjuagues con agua esterilizada. Este ultimo paso se realizdé en la campana de aire filtrado de
flujo laminar horizontal. Los segmentos de tallo con yemas axilares se colocaron en cajas Petri de
vidrio 10x100 mm, esterilizadas, y se cortaron segmentos de 3 cm, con una o dos yemas axilares,
para establecer dos explantes por frasco de cultivo de 145 cm?® que contenian 20 mL de medio de
cultivo. Los frascos se taparon y sellaron y se colocaron en el area de incubacion por 60 dias en
un intervalo de temperatura de 15-28 °C, e iluminaciéon LED 35 ymol m? s, en fotoperiodos de
16/8 h luz/oscuridad.

Tabla 1. Composicion mineral de tres soluciones nutritivas utilizadas
en el cultivo in vitro de arandano.

MS WPM MS-WPM MS WPM MS-WEM 50 %
lon 50 % 50 % 50 % lon 50 % 50 %
lones mE L™ lones mE L™

NH,* 10.3 24 12.7 MoO,* 0.51 0.51 1.03
NO, 19.7 4.8 245 Fe EDTA® 0.05 0.05 0.11
PO? 0.6 0.6 1.2 CI- 3 0.65 3.65
SO, 0.8 3.7 4.6 Na** 0.11 0.11 0.22

K* 10.0 6.3 16.3 BO,” 0.05 0.05 0.1
Ca™ 1.4 1.5 2.9 Mn** 0.06 0.06 0.13
Mg** 0.7 0.7 1.5 Cu™ 0.05 0.05 0.1
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Continuacion

Tabla 1. Composicion mineral de tres soluciones nutritivas utilizadas
en el cultivo in vitro de arandano.

MS WPM MS-WPM MS WPM
lon 50 % 50 % 50 % lon 50 % 500  MOWPMS0%
lones mE L lones mE L'
Zn* 0.01 0.01 0.02
Co* 0.05 0.05
I 25 2.5
Ni*
Total N 30.005 7.29 37.295
Total 47.125 21.195 68.32

Fuente: Bonga y Durzan, 1987.

Fase experimental

Los cultivos asépticos in vitro de brotes que desarrollaron a partir de yemas axilares
se utilizaron para establecer el experimento. Se prepararon nueve variantes de medios de
cultivo (CM) que contenian: 1) 25 g L' de sacarosa, 100 mg L' de myo-inositol, 0.4 mg
L' de tiamina-HCI, 2 mg L' 2iP, 0.5 mg L' de piridoxina, 0.5 mg L' de acido nicotinico,
2 mg L' de glicina. 2) Alguna formulacién de sales minerales, ya sea MS50 % o la formulacion
WPM50 %, o la combinacion de sales minerales MS50 %-WPM50 %. El volumen total de
cada variante de sales minerales se dividié en tres para ajustarlos a diferentes niveles de
pH (4.5, 5.0 y 5.5), se agregaron 5.7 g L' de agar, que se disolvid con calor y agitacion,
y se distribuyeron 20 mL de medio de cultivo a cada frasco de vidrio de 145 cm3, se
coloco la tapa de polipropileno y se esterilizaron en autoclave durante 17 min a 120 °C y
1.2 kg cm de presion. En condiciones asépticas proporcionadas por la campana de aire filtrado
de flujo laminar horizontal, con el uso de pinzas de diseccion y bisturi esterilizadas, los brotes se
extrajeron del recipiente de establecimiento de cultivos asépticos y colocaron en cajas Petri de
10x100 mm, de vidrio esterilizadas, para cortarlos en segmentos de 2 cm. Algunos segmentos
de tallo tenian solo yemas axilares, mientras que otros segmentos tenian el apice y yemas
axilares. Se establecieron dos segmentos de tallo en cada frasco, con alguna de las nueve
variantes de medio de cultivo para promover el desarrollo de brotes. Uno de los segmentos tenia
solo yemas axilares y el otro segmento con el apice y yemas axilares. Los segmentos de tallo
en posicion vertical y con el tercio inferior insertado en el medio de cultivo gelificado. Después
de establecer los segmentos de tallo en el medio de cultivo, se colocdé nuevamente la tapa y se
sellé con polietileno adherente, para entonces incubarlos durante 120 dias, en condiciones de
15-28 °C, e iluminacién LED 35 pmol m2 s, en fotoperiodos de 16/8 h luz/oscuridad.
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Manejo y analisis de datos

El experimento se establecié de acuerdo con un disefio completamente aleatorio,
con arreglo factorial 3x3%2, tres niveles del factor sales minerales (MS50 %, WPM50 % vy la
combinacion MS50 %-WPM50 %), tres niveles del factor pH (4.5, 5.0 y 5.5) y dos niveles del
factor tipo de segmento de tallo (axilar o apical), por lo que se tuvieron 18 tratamientos. La unidad
experimental fue un segmento de tallo, y se tuvieron ocho repeticiones por tratamiento.

Variables que se evaluaron

Cuarenta dias después del establecimiento del experimento se realizo la primera medicion,
y posteriormente a los 80 y 120 dias, en el periodo noviembre 2022 a enero 2023, en que se
cuantificd: longitud del brote (cm), obtenida con una regla graduada; nimero de hojas y numero de
brotes. A los datos se les verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
de los errores mediante las pruebas de Shapiro Wilks y Bartlett (a <0.05), las variables que no
cumplieron estos supuestos se transformaron a (x+1)°°. Los datos de variables morfoldgicas y
de crecimiento se sometieron a andlisis de varianza y comparacién de medias (Duncan, 0.05).
Las rutinas de los analisis estadisticos se realizaron con el programa computacional Sistema de
Analisis Estadistico SAS (SAS Institute, 2014).

Resultados y Discusién

En la etapa de establecimiento de cultivos asépticos, el 40 % de los segmentos de tallo
que se establecieron fueron asépticos y viables, los cuales desarrollaron brotes axilares que se
usaron para la etapa de multiplicacion de propagulos (Figura 1).

Los andlisis de varianza mostraron que los tipos de sales inorganicas en el medio de
cultivo (CM), tuvieron efectos diferentes altamente significativos (p < 0.07) en la longitud de brote
alos 40, 80 y 120 dias de incubacion; efectos diferentes significativos (p < 0.05) en el numero de
brotes a los 40 dias; y a los 80 dias mostré alta significancia (p < 0.07). Los niveles del factor tipo
de segmento de tallo tuvieron efectos diferentes altamente significativos (p < 0.07) en el numero
de brotes a los 40, 80 y 120 dias. La interaccion CM x pH mostré efectos altamente significativos
en el numero de hojas a los 40 dias, y efectos significativos en la longitud de brote en las tres
fechas, numero de hojas a los 80 dias y numero de brotes a los 40 y 80 dias (Tabla 2).
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Figura 1. Proceso de propagacion in vitro de plantas de arandano.

a) Planta orteto, b) segmentos de tallo apicales y axilares, c) brotes axilares

obtenidos in vitro colocados en caja petri para cortarlos en segmentos con

yemas axilares, d) segmento de tallo cultivado in vitro con nuevos brotes axilares,
establecidos en medio de cultivo para la multiplicaciéon de propagulos.

Los segmentos de tallo con yemas axilares y los segmentos con apice y yemas axilares
tenian 2 cm de tamafio cuando se establecieron en medios de cultivo con las sales minerales
WPM50 %, o MS50 % o MS50 %-WPM50 %, y en el transcurso de 120 dias desarrollaron brotes
que tuvieron diferentes tamafos, numero de hojas y de brotes. A los 120 dias de incubacion
en los segmentos de tallo que se establecieron en medio de cultivo con las sales minerales
MS50 %- WP50 % con pH 4.5 o 5.0 desarrollaron en promedio 1.4 y 1.3 brotes, de 5.5 y
5.8 cmde altura, con 11.5y 11.8 hojas, respectivamente; magnitudes significativamente mayores
(Duncan, 0.05) a los 0.8 nuevos brotes, de 1.6 cm de altura y con 7.8 hojas que desarrollaron a
partir de los segmentos de tallo que se establecieron en medios de cultivo con sales inorganicas
WPM50 % con pH 5.5. Para el crecimiento de brotes de arandano, el tipo de sales inorganicas
y el nivel de pH fueron condiciones importantes para el desarrollo de brotes. La mejor condicién
para el desarrollo de brotes fue la mezcla de sales inorganicas MS50 %-WPM50 % y valores
de pH en el intervalo de 4.5 a 5.

Revista Bio Ciencias 12, €e1669. 7
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Tabla 2. Resumen de nueve analisis de varianza del desarrollo in

vitro de brotes de Vaccinium corymbosum var. Biloxi a partir de

segmentos de tallo axilares o apicales establecidos en medios de
cultivo que variaron en tipo de sales minerales y pH.

Cuadrados medios

Variables  DF CM

CM pH SS CMxpH CM xSS pHxSS xpHXSS Error
TSL40 17 1.917 1.01° 0.44 0.66 0.14rs 0.19m 0.08" 0.26
TSL80 17 2.58" 1.22m 0.56" 1.05° 0.19m 0.13" 0.10ms 0.43
TSL120 17 410" 1.10m 0.29m 1.65 0.40m 1.1 0.62" 0.58
TNL40 17 0.33  1.14ns 2.89° 213" 0.34ns 0.41ns 0.70m 0.64
TNL80 17 1.08=  2.28 1.33m 3.09° 0.40m 0.62" 0.90" 1.15
TNL120 17 172 2.03™ 0.41m 1.89m 0.93n 2.84ns 1.20™ 1.53
TSN40 17 0.70° 0.49m 25.92" 0.51" 0.47" 0.04ns 0.20" 0.17
TSN8O0 17 1217 0.25™ 16.26” 0.62° 0.81 0.02" 0.25" 0.21
TSN120 17 0.21m  0.52m 9.16" 0.24rs 0.59m 0.18" 0.31ms 0.31

DF= grados de libertad; CM = medio de cultivo; pH= potencial de hidrogeno; SS= segmento de tallo;

CMxpH, CMxSS, pHxSS, CMxpHxSS= interacciones; TSL= longitud de brote a los 40, 80 y 120 dias (datos

transformados); TNL= numero de hojas a los 40, 80 y 120 dias (datos transformados); TSN= numero de

brotes a los 40, 80 y 120 dias (datos transformados). ns= valor de F no significativo (p > 0.05); *= valor de F
significativo (p < 0.05); **= valor de F altamente significativo (p < 0.07).

Los segmentos de tallo con el dpice mantuvieron su dominancia apical, ya que en pocos
de estos segmentos ocurrié la brotacidén de yemas axilares, por lo que el brote principal continué
creciendo y solo desarrollaron en promedio 0.5 brotes axilares, mientras que en los segmentos
de tallo que tenian solo yemas axilares, de 1 a 2 yemas brotaron, con un promedio 1.2 nuevos
brotes. El tipo de segmento de tallo, apical o axilar, no determiné el nivel de crecimiento de los
brotes, en las diversas condiciones de sales minerales y pH.

Cuando los datos se ordenaron en funcion del tipo de explanto que se establecio, aquellos
segmentos de tallo que inicialmente tenian yemas axilares y los segmentos de tallo que tenian
el apice, cuando habian transcurrido 40 dias de incubacién, mostraron respectivamente 1.3 y
0.3 nuevos brotes, con 7.5 y 6.1 hojas, que en cada caso fueron significativamente (Duncan,
0.05) diferentes. Los brotes tuvieron 2.5y 2.2 cm de altura, no estadisticamente (Duncan, 0.05)
diferentes. Cuando transcurrieron 120 dias, los brotes que desarrollaron de estos explantos ya
tenian 3.2 y 3.4 cm de altura con 9.1 y 9.3 hojas. Cuando los datos se ordenaron en funcién
de las sales inorganicas que se usaron en el medio de cultivo, a los 120 dias de incubacion, los
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En los segmentos de tallo apical y axilar que se establecieron en medios de cultivo con
la combinacion de sales inorganicas MS50 %-WPM50 % a nivel de pH 5.0 y 4.5 formaron brotes
que tuvieron 3.6 y 3.8 cm a los 40 dias, asi como 8 y 6.4 cm a los 120 dias, valores que son 4.3 y
3.5 veces las alturas de los brotes axilares que desarrollaron en segmentos de tallo apicales que
estuvieron en el medio de cultivo WPM50 % con pH 5.5.

Tabla 3. Caracteristicas de los brotes Vaccinium corymbosum var.
Biloxi cultivados in vitro a los 40, 80 y 120 dias de incubacién, en

brotes que se establecieron en el medio de cultivo con la mezcla MS50 %-WPM 50 %, tuvieron
en promedio 1.1 brotes, con el brote mayor de 4.7 cm de longitud, y 10.2 hojas totales (Tabla 3).

funcion de los niveles de los factores.

Var
SL40 (cm)
SL80 (cm)
SL120 (cm)

NL40
NL80
NL120
SN40
SN80
SN120

Var
SL40 (cm)
SL80 (cm)
SL120 (cm)

NL40
NL80
NL120
SN40
SN80
SN120
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Factor SS
Axilar Apical

2.5+0.22 2.2+0.22
3.20.22 2.8+0.22
3.240.3° 3.410.4°
7.5%0.4° 6.1£0.4°
9.2+0.5° 8.2+0.6°
9.110.72 9.310.7°
1.3+0.12 0.30.1°
1.3+0.12 0.4%0.1°
1.3+0.12 0.6%0.1°

Factor CM

WPM MS

1.7£0.1¢ 2.4+0.2°
2.1+0.2° 3.2+0.3°
2.1+0.2° 3.320.4°
6.410.5° 7.0£0.5°
7.840.8° 9.1%0.72
8.6%0.8° 8.9%1.0°
0.6%0.1° 0.940.12
0.5%0.1° 1.0+0.22
0.8+0.1° 0.8+0.22

RCD
0.41
0.59
0.81
1.08
1.57
2.08
0.24
0.27
0.34

MS-WPM
3.0+0.2°
3.7+0.3°
4.7+0.5°
7.1+0.5°
9.3+0.7°

10.2+0.82
1.0£0.22
1.0£0.22
1.1£0.22

RCD
0.53
0.76
1.05
1.39
2.03
2.68
0.31

0.35
0.43



Cultivo in vitro de Vaccinium. / Vaccinium culture in vitro.

Continuacion
Tabla 3. Caracteristicas de los brotes Vaccinium corymbosum var.
Biloxi cultivados in vitro a los 40, 80 y 120 dias de incubacién, en
funcion de los niveles de los factores.

Factor pH
Var 55 5.0 45 RCD
SL40 (cm) 2+0.2° 2.5+0.22° 2.7+0.22 0.53
SL80 (cm) 2.59+0.32 3.240.3° 3.3+0.3° 0.76
SL120 (cm) 2.90+0.42 3.7+0.5° 3.4+0.4° 1.05
NL40 6.37+0.62 6.7+0.4° 7.410.5° 1.39
NL80 7.85+0.82 9.0£0.6° 9.3+0.7° 2.03
NL120 8.5+1.0° 10.0+0.82 9.1+0.8° 2.68
SN40 0.7£0.1° 0.8+0.1° 1.1+0.22 0.31
SN80 0.7£0.1° 0.9£0.1% 1.0+0.22 0.35
SN120 0.7+0.1° 0.9+0.2% 1.11£0.22 0.43

SS= segmento de tallo; CM = medio de cultivo; pH= nivel de pH; WPM= Woody Plant Medium (Lloyd y
McCown, 1980); MS= Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962); MS-WPM= de sales inorganicas MS50%
y WPM50%; SL= longitud de brote a los 40, 80 y 120 dias; NL= nimero de hojas a los 40, 80 y 120 dias;
SN= numero de brotes a los 40, 80 y 120 dias; RCD= Rango critico de Duncan. Medias con la misma letra en
las filas y los niveles del factor no son significativamente diferentes (Duncan, P < 0.05); media * error estandar.

A los 120 dias de incubacion, los brotes axilares que desarrollaron en los medios de
cultivo MS50 %-WPM50 % pH 5.0 y MS50%-WPM50 % con pH 4.5 tuvieron en promedio 6.3
y 9.3 hojas a los 40 y 120 dias de incubacién, asi como 12.6 y 10.5 hojas, respectivamente,
cantidades que fueron 2.2 y 2.0 veces la cantidad de hojas que tuvieron los brotes apicales que
desarrollaron en medios de cultivo con sales inorganicas WPM50 % con pH 5.5.

Alos 120 dias de incubacion, a partir de los segmentos de tallo con solo yemas axilares
establecidos en medios de cultivo con la combinacion de sales inorganicas MS50 %-WPM50 %
a pH 4.5, desarrollaron en promedio 2.2 brotes, cantidad que fue significativamente mayor a los
0.1 nuevos brotes que desarrollaron a partir de los segmentos apicales establecidos en medios
de cultivo con sales inorganicas WPM50% con pH 5.5 (Tabla 4).

Los resultados en el presente trabajo muestran la posibilidad de propagar in vitro arandano
Vaccinium corymbosum var. Biloxi, a partir de segmentos de tallo que se obtuvieron de plantas
orteto en condiciones de vivero. El crecimiento de los brotes en altura y su cantidad de hojas
es importante, ya que en la base de cada hoja se tiene una yema axilar, y para propositos de
propagacion, es posible obtener nuevos brotes que determinan un factor de incremento en cada
ciclo de multiplicacién de propagulos in vitro. Con base en lo anterior, se estima que, una vez
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superada la primera etapa de establecimiento de cultivos asépticos, en cada ciclo de repicado,
que se realizase en periodos de cada dos meses, cortando el material vegetal en segmentos de
2 cm de longitud conteniendo 3 hojas y yemas axilares en promedio, en el transcurso de un afio
se podrian tener cinco ciclos de multiplicacién de propagulos, que después de un afo se tendrian
283 plantas derivadas de cada segmento de tallo inicial.

Tetsumura et al. (2008) evaluaron cuatro genotipos de arandanos en medios de cultivo
WPM, MS y la combinacion MS-WPM, los resultados fueron similares a los obtenidos en el
presente estudio, ya que se determiné que la combinacién MS50 %-WPM50 % fue la mejor
condicion para el crecimiento de brotes en la etapa de multiplicacion de propagulos. Asi mismo
Li et al. (2021) compararon los medios de cultivo WPM, DKW y LP, este ultimo mostré un mejor
efecto sobre la proliferaciéon y crecimiento de brotes de Vaccinium arboreum. Por el contrario,
Fan et al., (2017) compararon los medios MS, WPM y Anderson en etapa de multiplicacion y
enraizamiento in vitro, el medio de cultivo Anderson mostré mayor eficacia en la induccion de
brotes, este resultado coincide con Ruzi¢ et al. (2012), y esta relacionado con la composicion
mineral del medio y su concentracioén ionica total (86.48 mEq L") (Bonga & Durzan, 1987).

Tabla 4. Desarrollo de brotes de arandano en medios de cultivo con
diferentes sales inorganicas y pH.

TRATAMIENTOS VARIABLES

SS/iS/pH SL40 SL120 NL40 NL120 SN40 SN120
AP/MS-WPM/5.0 3.611.4%0 7.8+2.7° 7.8+2.0° 13.7+1.82 0.6+0.9° 0.8+1.120
AXIMS-WPM/4.5 3.8+1.3° 6.4+1.2% 9.3+2.72 12.6+2.92 2.2+1.1? 2.1+0.9°
AP/MS-WPM/4.5 3.510.72° 4.6+1.6%° 8.1x2.72 10.3+3.42 0.3+0.7°« 0.6+0.8%
AX/MS/5.5 2.611.4% 4.6+2.43° 7.6+2.92 11.3+6.2° 1.2+0.430 1.0+0.6%
AX/IMS-WPM/5.0 2.9+1.3 4.4+2.9%° 6.3+2.5° 10.5+4.52 1.6+1.0%° 1.6+1.2%
AP/MS/5.0 1.8+1.2% 3.9+2.5%° 4.0£2.12 9.6+5.4° 0.1£0.3 0.6£0.8%
AP/MS/5.5 1.8+1.4% 3.7+3.3%° 6.8+3.5° 9.0+7.9° 0.3+0.50« 0.3£0.5%
AP/MS-WPM/5.5 1.7+1.5% 3.243.13b° 4.0£3.12 7.1+4.9° 0.1£0.3 0.1£0.4°
AP/MS/4.5 2.5%1.12 3.0+1.3%° 6.3+3.2° 10.0+5.42 1.3+1.8%° 1.0+1.5%
AP/WPM/5.0 1.7+0.8% 2.7£1.1bc 7.2+3.12 11.1+4.6° 0x0¢ 0.1£0.4°
AXIWPM/4.5 1.7+1.0%® 2.5+1.4%¢ 5.7+£3.3° 7.844.3° 1.0+0.5% 0.8+0.4%
AX/MS-WPM/5.5 2.41+1.6% 2.442.0° 6.7+4.32 7.8+6.5° 1.1+0.620 1.0+0.8%
AX/MS/5.0 2.9+1.5% 2.342.3 7.8+3.42 7.5+6.5° 0.8+0.3« 0.6£0.5%
AXIWPM/5.0 1.6+1.1% 2.0+1.5% 6.8+3.22 8.6+4.3° 1.2+0.43bc 1.5+0.5%
AX/IMS/4.5 2.710.9% 1.9+2.3% 9.3+3.0° 5.6+6.8° 1.5+0.7%° 1.1+1.1%
AXIWPM/5.5 1.8+0.8% 1.9+£0.9° 7.6+2.8° 9.5+3.9° 1.2+0.430c 1.3+0.5%
AP/WPM/4.5 1.5+0.9° 1.8+1.4¢ 5.2+3.0° 8.0+4.6° 0.1£0.3 1.0+1.5%
AP/WPM/5.5 1.5+1.2° 1.3+1.5¢ 5.3+5.6° 6.1+7.2° 0x0¢ 0.1£0.4°
RCD 1.23-1.52 2.45-3.01 3.24-3.99 6.27-7.70 0.73-0.90 1.02-1.25

SL= longitud de brote (cm) a los 40 y 120 dias; NL= nimero de hojas a los 40 y 120 dias; SN= numero
de brotes a los 40 y 120 dias. Trat= tratamiento; SS= segmento de tallo; AP= apical, AX= axilar; iS= sales
inorganicas; MS= Murashige y Skoog; WPM= Woody plant medium; pH (4.5, 5.0, 5.5). RCD= Rango critico de

Duncan. En cada columna, medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan, 0.05).
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Por su parte, Wang et al. (2019) reportaron que el medio de cultivo de oliva (OM),
complementado con 2.0 mg L' de Zeatina (ZT); 2.0 mg L' de acido naftalenacético (NAA), y
0,05 mg-L' de kinetina, (KT) aumenté el coeficiente de proliferaciéon de brotes in vitro del
arandano highbush en 60 dias.

En el cultivo in vitro de arandano se tienen referencias del uso de diversas formulaciones
de sales minerales (WPM; MS; W-M; B5; MO; White; Anderson; Driver; DKW y LP) con
fines de propagacion (Debnath, 2007; Tetsumura et al., 2008; Ruzi¢ et al., 2012; Fan et al.,
2017; Chen et al., 2018; Wang et al., 2019; Li et al., 2021), sin embargo en este estudio,
se obtuvo el mayo crecimiento de brotes, ocurri6 en los medios de cultivo con la mezcla
MS50 %-WPM50 %, debido a la mayor cantidad de macro y micronutrimentos minerales, el
total de iones es 68.32 mEq L, cantidad que es 1.45 veces que el MS50 % (47.125 mEq L")
y 3.22 veces que el WPM50 % (21.195 mEq L). Otra diferencia entre los medios utilizados
fue que la formulacién WPM no contiene los iones |- y Co* y tanto la formulacion MS como
WPM no presentan iones Ni**; Ramage & Williams (2002), sefalan que los nutrientes minerales
constituyen un componente importante de los medios de cultivo, pero a menudo se pasan por
alto como elicitores morfogénicos.

Los brotes in vitro de V. corymbosum proliferaron en niveles de pH de 4.5-5.0 valor
similar al obtenido por Li et al., (2021) para Vaccinium arboreum. En tanto que para el cultivo
in vitro de brotes de arandano (V. corymbosum y V. virgatum) variedades ‘Berkeley’, ‘Bluecrop’,
‘Earliblue, y O’'Neal’, se menciona que el pH tiene efecto notable en la proliferacion de brotes, ya
que la mayor respuesta de multiplicacion de propagulos se obtuvo en medio de cultivo con pH
5.0 (Ostrolucka et al., 20042), Li et al. (2021), sefialan que conforme aumenta el pH del medio,
la proliferacion de brotes disminuye, ademas las hojas cambian de color, de verde a amarillento
rojizo, debido a menor disponibilidad de nutrientes. El valor de pH es especifico de cada genotipo
(Ostrolucka et al., 2010°).

Conclusiones

A partir de segmentos de tallo con yemas axilares que se obtuvieron de plantas de
arandano en vivero, fue posible establecer con 40 % de éxito cultivos asépticos in vitro, en los
que desarrollaron brotes axilares. EI medio de cultivo con sales inorganicas MS50 %-WPM50 %
y nivel de pH 4.5-5.0, proporciond las mejores condiciones para el crecimiento de los brotes de
arandano en la etapa de multiplicacion de propagulos.
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