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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de mejorar y adaptar el protocolo de
micropropagacion normalmente utilizado para ardndano, Woody Plant Medium (Lloyd y
McCown, 1980) (Anexo 1), utilizado en el Laboratorio de Genética Vegetal de la
Universidad de Chile para las variedades highbush: Bluecrop, Duke y Misty.

Se realizaron ensayos con el fin de cubrir todo el proceso de micropropagacion, desde la
etapa de establecimiento hasta la aclimatacién. En la etapa de establecimiento se realizé un
ensayo de luz y oscuridad, con el fin de disminuir los explantes necrosados, causados por la
presencia de compuestos fenolicos al someter los explantes a altas intensidades luminicas.
Se determind estadisticamente que no existian diferencias significativas entre los
tratamientos, para los pardmetros nimero, crecimiento, tasas de establecimiento y tasa de
proliferacion de brotes, en las tres variedades, sin embargo se observd una tendencia
positiva en respuesta a la oscuridad en las variedades Misty y Duke en los parametros
evaluados, mientras que la variedad Bluecrop se comportd en forma indiferente a la
oscuridad.

En la etapa de multiplicacion se realiz6 un ensayo donde se probaron 4 niveles de pH en los
medios de cultivo (pH: 5,0 — 5,3 = 5,7 — 6,0) con el objetivo de determinar el nivel al cual
se produjo mayor crecimiento de brotes. Estadisticamente no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para los parametros evaluados y variedades, sin
embargo también se presentd una tendencia positiva al crecimiento de brotes y tasa de
proliferacion a pH 5,0-5,3. A pH mas altos se mantuvo el crecimiento de los brotes, pero
este fue menor, y en algunos casos se produjo necrosamiento de explantes, comportamiento
que se repitio en las tres variedades.

Se realizd un ensayo de pre-aclimatacion in vitro solo en la variedad Bluecrop para
determinar el efecto de enraizamiento y aclimatacion de los brotes. Los tratamientos de pre-
aclimatacion in vitro consistieron en someter los brotes durante 30 o 60 dias en un medio de
cultivo sin regulador de crecimiento, y una repeticion de cada uno de ellos agregando 20 cc
de agua destilada estéril sobre el medio sélido, 10 dias antes de completar los 30 o 60 dias.
Se encontraron diferencias significativas en el nimero de brotes enraizados, a los 10 dias de
evaluacion, presentando mayor numero de brotes enraizados en aquellos sometidos a 30
dias en un medio sin regulador de crecimiento. Por otra parte los brotes sometidos durante
60 dias en este medio sin regulador de crecimiento y su repeticion con agua, presentaron
mayor longitud, vigor, tamafio y nimero de hojas. La adicion de agua destilada no tuvo un
efecto mayor en la aclimatacion de los brotes.

Palabras claves

Vacciniun corymbosum L., micropropagacion, cultivo in vitro, aclimatacion.



ABSTRACT

This research was conducted to improve and adapt the protocol normally used for
micropropagation of blueberry Woody Plant Medium (Lloyd and McCown, 1980) (Annex
1) used in the Laboratory of Plant Genetics, University of Chile, for varieties highbush,
Bluecrop, Duke and Misty.

Trials were conducted in order to cover all the micropropagation process, from setting up
the stage of acclimation. At the stage of establishing a trial of light and darkness, in order to
reduce the explants necrotic, caused by the presence of phenolic compounds, subjecting
explants to high light intensity. It was determined that there were no statistically significant
differences among the treatments for the parameters number, growth rates of establishment
and rate of proliferation of shoots in the three varieties, however a positive trend was
observed in response to the dark varieties Misty Duke and evaluated on the parameters,
while the variety Bluecrop behaved in any way in the dark.

During the multiplication was performed a test where 4 different pH levels were tested: 5,0-
5,3- 5,7- 6,0 in the culture media to determine the level at which there was greater growth
of shoots. No statistically significant differences were found between treatments for the
evaluated parameters and varieties; however it was observed a positive trend in the growth
rate of shoots and proliferation at pH 5.0-5.3. Higher pH maintained shoot growth, but this
was minor, and in some cases there were necrotic explants, this behaviour were observed in
the three varieties.

It was performed a trial of pre-acclimated in vitro only in the variety Bluecrop to determine
their effect on rooting and acclimatization of shoots. The pre-treatment consisted of in vitro
acclimatization submit outbreaks for 30 or 60 days in culture medium without growth
regulators, and a repeat each adding 20 cc of sterile distilled water on the solid medium, 10
days before completing the 30 and 60 days. We found significant differences in the number
of rooted shoots, the 10 days of evaluation, a greater number of shoots rooted in those
subjected to 30 days in a medium without growth regulators. On the other hand shoots
subjected during 60 days in this medium without growth regulator and re-using water,
showed a greater length, force, size and number of leaves. The addition of distilled water
did not have a greater effect on acclimation of shoots.

Keywords

Vacciniun corymbosum L., micropropagation, in vitro culture, acclimatization.



INTRODUCCION

El arandano es un arbusto perteneciente a la familia Ericaceae y al género Vaccinium,
originario de Norte América, siendo Estados Unidos el principal productor e importador a
nivel mundial. Este cultivo se introdujo en Chile en los afios 80 destinado principalmente al
abastecimiento en contra estacion del mercado de fruta fresca de Estados Unidos. La alta
demanda en el mercado norteamericano y la difusién de su consumo en otros mercados del
hemisferio norte, unidas a la alta rentabilidad de su cultivo, han motivado una gran
expansion de la superficie plantada en nuestro pais. Estimaciones preliminares cifran la
superficie de ardndanos en unas 10.763 ha en la actualidad (Censo Fruticola, 2007), que se
distribuyen entre las regiones de Coquimbo y Los Lagos (ODEPA, 2007). Esta gran
expansion ha permitido que Chile se convierta en el principal exportador de arandanos en el
hemisferio sur (Bafiados, 2006; Brazelton y Strik, 2007; Caligari et al., 2009).

Entre las especies cultivadas del género Vaccinium, las de mayor importancia son el
arandano ojo de conejo (Vaccinium ashei R) y el arandano alto o “highbush” (Vaccinium
corymbosum L.) Este Gltimo representa més del 80% del total de las especies cultivadas
(ODEPA, 2007). Las variedades seleccionadas para realizar el presente estudio son todas
“highbush”.

El gran aumento en la superficie cultivada de ardndanos desde sus inicios hasta la fecha, ha
producido un gran incremento en la demanda de plantas de buena calidad, traducido en un
mejoramiento del sistema de propagacion tradicional y el uso de nuevas técnicas de
produccion de plantas, como es el uso de herramientas biotecnoldgicas, como la
micropropagacion.

El arandano se propaga tradicionalmente por enraizamiento de estacas. Sin embargo, esta
forma de propagacion tiene una serie de complicaciones, traducidas principalmente en un
bajo porcentaje de enraizamiento, plantas de gran tamafio, escaso desarrollo radical, menor
desarrollo lateral debido a que no forman coronas, y por lo tanto el niamero de ramillas
productivas es limitado. Es por esto que se recurre a la técnica de micropropagacion ya que
los brotes “in vitro” tienden a una mayor brotacion lateral y producen méas botones florales
por planta, aumentando asi el potencial productivo de la especie (Read et al., 1987; EI-
Sheikh et al., 1996; Miller et al., 2006). Ademas, esta técnica permite propagar material
libre de enfermedades y asegurar la produccion de plantas genéticamente idénticas a la
madre (clones).

La micropropagacion consiste en generar una planta completa a partir de un pequefio brote
0 esqueje con una yema axilar, los cuales son cultivados bajo condiciones asépticas en un
medio nutritivo especifico. El uso de esta técnica permite la propagacion rapida de
materiales escasos que se deseen incrementar en un corto periodo de tiempo. En ardndanos,
la técnica ha sido utilizada con éxito para la propagacion clonal (Poirot, 1991).



Para obtener una alta tasa de multiplicacion in vitro se deben mantener controlados los
factores nutricionales y ambientales, que permitan entregar una produccion
econdmicamente viable. Dentro de los factores que se deben optimizar durante el proceso
de cultivo in vitro, se pueden mencionar los siguientes: tipo y dosis de reguladores de
crecimiento, pH del medio de cultivo, manejo adecuado de la luz. Por otra parte, la
ambientacion de las plantas una vez que éstas han completado su proceso in vitro, también
estd influenciada por una serie de factores. Entre ellos se destacan, el desarrollo de los
brotes alcanzados en la etapa previa, los sustratos a utilizar, junto con el control de
temperatura y humedad.

Wolfe et al., (1983) realizaron un trabajo en el cual probaron 7 medios de cultivo para
arandano, llegando a la conclusion que el mejor medio de cultivo fue el “Woody Plant
Médium” (WPM) descrito por Lloyd y McCown (1980) (Anexol).

En la composicién de los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento juegan un rol
de primer orden, los cuales dependen de la especie vegetal y de la etapa de
micropropagacion (Castillo, 2004).

Con el objetivo de interrumpir la dominancia apical y asi promover la induccion vy
proliferacion de yemas axilares in vitro, se recurre al uso de citocininas, siendo importante
determinar las concentraciones mas adecuadas y el tipo de citocinina que debe usarse en
cada caso. Estos son los factores de mayor influencia en el éxito de la micropropagacion in
vitro. Especificamente para el cultivo in vitro del género Vaccinium, se establecié que las
citocininas tenian un importante efecto en la proliferacion de brotes (Ostrolucka et al.,
2004; Erig y Schuch, 2006).

Trabajos realizados por Ostrolucka et al., (2004) en micropropagacion de arandanos, donde
se compara el efecto de dos citocininas; 2-isopentil-adenina (2ip) y zeatina, demostraron
que la proliferacién de brotes in vitro es mayor en medios de cultivo con zeatina en
comparacion al 2ip. Sin embargo, Chandler y Draper (1986) y Zhidong et al., (2006)
determinaron que el uso de zeatina producia una mayor proliferacion de brotes pero su
costo era mucho mas elevado en comparacion al uso 2ip, con el cual se obtuvo una buena
relacion entre la tasa de proliferacidn de brotes y los costos de produccion.

Debnath y McRae (2001) obtuvieron buenos resultados en la proliferacion in vitro de
Vaccinium macrocarpon cuando los explantes se cultivaron en un medio con dosis entre
2,5 — 5,0 mg de 2ipL™.

Zimmerman y Broome (1980); Poirot (1991); Gonzélez et al., (2000); Debnath y McRae
(2001) probaron diferentes concentraciones de 2ip y evaluaron su efecto en la proliferacion
de brotes de arandanos. En estos trabajos se determind que una alta concentracion de esta
citocinina (mayor de 15-20 mgL™) produce mayor nimero de brotes pero de menor
longitud. Debnath y McRae (2001) determinaron ademas que dosis muy altas de 2ip
producian un aumento de la produccion de callos, brotes con un menor nimero de hojas y
de bajo vigor. Por ultimo, en estudios realizados en Chile se determind que la concentracién
6ptima de 2ip varia entre 5y 10 mgL™, dependiendo de la especie (Mufioz, 1991).
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La oxidacion fendlica es un grave problema en el cultivo in vitro de las especies lefiosas. Se
manifiesta por el ennegrecimiento del tejido y puede limitar el enraizamiento, disminuir la
viabilidad de los explantes y su respuesta morfogenética, causando la inhibicién o muerte
de explantes de un amplio rango de especies. EI fendbmeno de pardeamiento ocurre por
accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas que se liberan o sintetizan cuando
los tejidos sufren heridas. Estas actian sobre los polifenoles y la tirosina, oxidandolos a
quinonas que son fitotoxicas, sustancias que a su vez pueden polimerizarse y afectar a las
proteinas, y en consecuencia, inhiben el crecimiento y la viabilidad de los explantes
(Veldsquez et al., 2004; Espinosa et al., 2005).

Al someter los explantes a altas intensidades luminicas, estos pueden presentar
pardeamiento, coloraciones rojizas y azuladas, producto de la presencia de fenoles (Poirot,
1991). Por lo tanto, el manejo de la luz es fundamental en la micropropagacion de esta
especie.

Para evitar el pardeamiento de los explantes sugieren disminuir la intensidad de la luz,
agregar antioxidantes al medio y subcultivar con frecuencia (Swartz y Lindstrom, 1986;
Sanchez y Salaverria, 2004).

Para disminuir los problemas causados por los fenoles en el cultivo in vitro, Erig y Schuch
(2005) sometieron a oscuridad por 7 dias los explantes del cultivar Delite, obteniendo
brotes etiolados. Determinaron que este tratamiento logré reducir la oxidacion fenodlica in
vitro al obtener un menor porcentaje de explantes necrosados, en comparacion a explantes
que se sometieron al fotoperiodo e intensidad luminica normal.

El pH del medio de cultivo es uno de los factores importantes en la morfogénesis in vitro de
células y tejidos vegetales (Kobayashi et al., 1995). Este puede afectar la solubilidad de
algunos componentes del medio de cultivo y la absorcidn de determinados nutrientes por
parte del explante.

Las plantas de arandano se desarrollan mejor en suelos acidos, de pH 4,0 - 5,5 (Sudzuki,
2002).

El genero Vaccinium sp, se caracteriza por estar constituido por plantas que requieren de
pH &cidos. Ostrolucka et al., (2004) en trabajos de micropropagacion, determinaron que el
cultivar Duke presenta diferencias en la intensidad de brotacion segun el pH del medio (pH
4,0 a 5,0), observando que el efecto sobre la multiplicacion de brotes era mas alto en un pH
5,0 y menor sobre un pH 3,0.

Las plantas in vitro crecen bajo condiciones muy especiales, como la atmosfera de los
contenedores (humedad, niveles de CO,, O,, C,H4 y otros gases), baja intensidad de luz,
altos niveles de hormonas, ausencia de microorganismos. Esto produce ciertas
caracteristicas anatomicas y fisiologicas de las plantas micropropagadas que determinan la
susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de aclimatizacion (Klerk, 2000).
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Para obtener una alta tasa de sobrevivencia y explantes enraizados, los microesquejes deben
presentar una condicion propicia, de pre-endurecimiento, para aumentar la capacidad
fotosintética de los explantes (Smanhotto et al., 2006).

Segun Ascough y Fennell (2004) el uso de un medio liquido en doble faz, permite un mejor
contacto entre los explantes con los nutrientes y el agua, por lo que aumenta su
disponibilidad y se facilita su difusién, produciendo ademas un incremento del vigor y
biomasa de los brotes. Este sistema de doble faz (medio liquido sobre s6lido) permite la
difusion de los residuos toxicos de los explantes, fundamentalmente los fenoles que
abundan durante la iniciacion del crecimiento de las raices. Asi, el desarrollo general del
explante es mas rapido, permitiendo acortar el periodo de aclimatacién (Sosa, 2004).

También se recomienda elevar la concentracion de sacarosas en el medio y uso de medio
libre de regulador de crecimiento para lograr un crecimiento vigoroso de los explantes.
Estos presentan una mayor supervivencia al ser trasplantadas al suelo, debido a una mejor
adaptacion para soportar el stress hidrico motivado por las condiciones de mayor presién
osmotica donde se desarrollan, unido a una mejor constitucion morfolégica de la
vitroplanta (Jiménez, 1995; Sosa, 2004).

Otro de los factores que influyen en la respuesta a la proliferacion in vitro es el genotipo, lo
que hace necesario ajustar los protocolos de laboratorio para cada variedad que se usara en
el proceso de micropropagacion.

En base a estos antecedentes, en el laboratorio de genética vegetal de la Universidad de
Chile, se realizo la presente investigacion que tuvo los siguientes objetivos:

Objetivo general

o Optimizar el protocolo de micropropagacion de plantas de arandano para una
produccion eficiente en las variedades Bluecrop, Duke y Misty.

Objetivos especificos

o Determinar el efecto de la luz y la oscuridad en la etapa de establecimiento de tres
variedades de ardndano en la propagacion in vitro.

o Determinar el pH del medio de cultivo mas adecuado para la obtencion de una mayor
tasa de proliferacion y calidad de plantas, en la etapa de multiplicacion in vitro de las
tres variedades en estudio.

o Determinar el efecto de diferentes tratamientos en la etapa de pre-aclimatacion in vitro,
sobre la respuesta al proceso de ambientacion ex vitro.
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MATERIALES Y METODO

Los distintos ensayos se realizaron entre los meses de junio del 2007 y agosto del 2008, en
el laboratorio de Genética Vegetal perteneciente al area de Fitotecnia, Departamento de
Produccién Agricola de la Universidad de Chile.

Material Vegetal

En los ensayos se utilizaron las variedades Bluecrop, Duke y Misty, variedades de ardndano
alto o “highbush”. Las dos primeras variedades con altos requerimiento de frio pero
distintas estaciones de maduracion: Duke, de estacion temprana, Bluecrop de media
estacion. Por otra parte, Misty es una variedad de bajo requerimiento de frio que se
comenzd a cultivar en Chile desde 1989 (APROA-Agrimed, s.a.).

El material inicial se obtuvo de brotes en activo crecimiento, extraidos desde la parte media
de plantas madres de invernadero que forman parte de la coleccion varietal de la Facultad
de Ciencias Agrondmicas, de la Universidad de Chile.

Cultivo in vitro

Se utilizd un medio de cultivo base para especies semilefiosas WPM (Anexo 1)
suplementado con 5 mgL™ de 2isopentil-adenina (2ip), 3% de sacarosa y 0,6% de agar. Se
ajustd pH a 5,3 con solucién de HCL 0,1% N y NaOH 0,3% N. Los medios de cultivo
fueron autoclavados a 1 atmdsfera de presion y a 121°C durante 20 minutos. ElI material
vegetal se llevd a cdmara de crecimiento con temperatura de 25 + 2°C, con un fotoperiodo
de 16 hrs de intensidad luminosa, con un promedio de 20 pmolm?s™.

Metodologia

Se realizaron ensayos independientes para cada una de las variedades en estudio en las
distintas etapas del proceso de micropropagacion, realizando tres ensayos de luz y
oscuridad en la etapa establecimiento correspondiente a cada variedad, asi también se
realizaron tres ensayos de distintos niveles de pH en la etapa de multiplicacion y solo un
ensayo en la etapa de aclimatacion ex vitro con una de las variedades.
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Ensayo de establecimiento in vitro

Tratamientos y disefio experimental

Con el fin de evaluar el efecto de la oscuridad en la capacidad de proliferacion y
crecimiento de brotes se realizO este ensayo en la etapa de establecimiento. Para la
realizacion de este ensayo se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 2
condiciones de luz, definidas en el Cuadro 1. En una primera fase se usaron 20 tubos con
esquejes individuales los que constituyeron una repeticion cada uno. En una segunda fase
los 20 esquejes se repicaron a frascos con medio de multiplicacion WPM dejando 5 brotes
en cada uno, y estos pasaron a constituir la unidad muestral (Figura 1).

Cuadro 1. Tratamiento de oscuridad y luz en la etapa de establecimiento in vitro

Tratamiento Descripcion NC tubos con un esqueje

T1 Oscuridad (etiolacion 10 dias) 20
T2 Luz (testigo, 10 dias) 20
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INTRODUCCION MATERIAL VEGETAL

+
PRIMERA FASE
TNIDAD MUESTRAL

LUZ & OSCURIDAD

SEGUNDA FASE

UHIDAD MUESTRAL

Figura 1.Diagrama de la metodologia empleada en el ensayo 1 en la etapa de
establecimiento, subdivision en dos fases de estudio. La unidad muestral en la primera
fase corresponde a un tubo con un esqueje cada uno, y en una segunda fase a un frasco
con 5 explantes cada uno.
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Descripcion del ensayo

Para el establecimiento del ensayo se utilizaron esquejes de 5 a 7 cm de longitud, con 1-2
yemas axilares, provenientes de las tres variedades en estudio, previa desinfeccion con
etanol al 70% por 30 segundos, benomilo al 0.1% por 15 minutos y una solucién de
hipoclorito de sodio al 10% por 20 minutos. Entre cada tratamiento de desinfeccién se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Posterior a esto se realizé la siembra de
los explantes en tubos de ensayo con 10 ml de medio de cultivo WPM, bajo camara de flujo
laminar.

Una vez iniciada la brotacion, se seleccionaron aquellos esquejes que tenian brotes con
longitud mayor a 0,5 cm, hasta cumplir un namero total de 40 esquejes, los cuales se
subdividieron en 20 para el tratamiento de luz y 20 en oscuridad (Figura 1). Este
tratamiento de oscuridad se realiz6 dejando los explantes durante 10 dias dentro de una caja
cerrada en la camara de crecimiento. Finalizado los 10 dias de tratamiento se realizaron las
evaluaciones de numero y longitud de brotes. Con este material se realizd un repique a
frascos de 250 ml con 40 ml de medio de multiplicacion en el cual se mantuvieron durante
30 dias. Luego de este periodo se realizd un segundo repique donde se realizaron las
siguientes evaluaciones:

Evaluaciones
e Numero y longitud de brotes: medicion realizada cada 10 dias con una regla graduada

en cm durante el periodo de subcultivo (30 dias).

e Tasa de Establecimiento: N° explantes inicio ensayo
N° explantes finales a los 10 dias de ensayo

e Tasa de Proliferacion: N° explantes obtenidos a los 30 dias de subcultivo
N° explantes iniciales
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Ensayo de multiplicacion in vitro

Tratamientos y disefio experimental

Este ensayo tuvo como objetivo ajustar el pH del medio de cultivo en cada una de las
variedades evaluadas, durante la etapa de proliferacion in vitro. Para ello se realizaron los
tratamientos definidos en el Cuadro 2, con un disefio experimental completamente al azar
con 4 niveles de pH para cada variedad. Cada uno de los 4 tratamientos tuvo 4 repeticiones
de 1 frasco con 5 brotes cada uno, la que constituyo la unidad muestral.

Cuadro 2. Tratamiento de pH en medios de cultivo en la etapa de multiplicacion.

Tratamiento pH del medio de cultivo
T1 5,0
T2 (testigo) 5,3
T3 5,7
T4 6,0

Descripcion del ensayo

Para este ensayo se requirieron 80 brotes de 1,5 a 2,0 cm de longitud, de las tres variedades
en estudio sometidos a condiciones normales de luz de 20 pmolm®s™, los cuales se
repicaron a frascos de 250 ml con 40 ml de medio de multiplicacion con distintos pH,
segun cada tratamiento presentado en el Cuadro 2. Durante esta etapa se realizaron las
siguientes evaluaciones:

Evaluaciones
e Numero y longitud de brotes: cada 10 dias se midieron los brotes utilizando una regla

graduada en cm durante el periodo de subcultivo (30 dias).

e Tasade Proliferacion: N° explantes finales obtenidos a los 30 dias de subcultivo
N° explantes iniciales
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Ensayo de aclimatacion

Tratamientos y disefio experimental

Para evaluar el efecto de diferentes tratamientos in vitro sobre el potencial de enraizamiento
y aclimatacion, se realiz6 este tercer ensayo usando brotes de la variedad Bluecrop. Se
realizaron 4 tratamientos en una fase de pre-aclimatacion in vitro, descritos en el Cuadro 3,
para luego ver su efecto en la ambientacion ex vitro. Este ensayo contd con un disefio
completamente al azar dado por 4 condiciones de pre-aclimatacion. Cada uno de los 4
tratamientos tuvo 4 repeticiones y cada una contempld 9 brotes que fueron aclimatados en
una bandeja de ambientacion después del periodo de pre-aclimatacién, constituyendo la
unidad muestral.

Cuadro 3.Tratamientos en la etapa pre-aclimatacion in vitro.

Tratamientos Descripcion
Tl 30 dias en medio de cultivo sin regulador de crecimiento.
30 dias en medio de cultivo sin regulador de crecimiento y ultimos 10
T2 dias se agregd una pelicula de 20 cc de agua destilada estéril al medio de
cultivo.
T3 60 dias en medio de cultivo sin regulador de crecimiento.
60 dias en medio de cultivo sin regulador de crecimiento y Gltimos 10
T4 dias se agregd una pelicula de 20 cc de agua destilada estéril al medio de
cultivo.

Descripcion del ensayo
Se repicaron brotes crecidos en condiciones de luz a 20 umolm?s™, utilizando el medio
WPM sin regulador de crecimiento, dejando 10 brotes en cada frasco, con 4 frascos por
tratamiento (Cuadro 3).

Una vez terminado el tiempo de cada uno de los tratamientos se procedio a la aclimatacion
de los explantes obtenidos. Para esto se utilizd una solucion enraizante de 100 ppm IBA
(acido indol butirico), se sumergio la base del explante en la solucién enraizante durante 5
minutos, y se procedio a trasplantar en bandejas de aclimatacion (72 alveolos) con sustrato
turba y perlita en una relacion 1:1. A los diez dias de realizar este procedimiento de
aclimatacion se iniciaron las siguientes evaluaciones:
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Evaluaciones

e Vigor de los brotes: se evalu6 el vigor en base a un registro fotografico de los brotes en
tratamiento de pre-aclimatacion y post tratamientos in vitro, posterior a eso se realizo
una nueva evaluacion a los 10,20,30 y 60 dias de iniciada la aclimatacion.

e Presencia 0 ausencia de raices: se registro la presencia o ausencia de raices en cada
tratamiento a los 10, 20 y 30 dias de iniciada la aclimatacion.

e Desarrollo radical: se evalué el desarrollo radical a los 10, 20,30 y 60 dias de iniciada
la aclimatacion mediante un registro fotografico.

Analisis Estadistico

Se realizaron andlisis de los resultados en forma independiente para cada ensayo y
variedad, utilizando un disefio de experimentos completamente al azar.

Para el ensayo en la etapa de establecimiento de los explantes que conté con dos
tratamientos, los resultados se analizaron estadisticamente mediante una prueba de T-
Student con un 95% de confianza, mientras que para los ensayos de multiplicacion y
aclimatacion, con més de tres tratamientos, los datos obtenidos se sometieron a un Analisis
de Varianza (ANDEVA). En el ensayo que presento diferencias significativas a un 95% de
confianza, se realiz6 una prueba de rango multiple de Tukey con un 5% de significancia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de establecimiento in vitro

En el Cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos para los parametros ndmero,
crecimiento, tasa de establecimiento y tasa proliferacion de brotes, en las dos fases
evaluadas. Analizando el efecto de los tratamientos de luz y oscuridad en el desarrollo,
crecimiento y oxidacién fendlica de los explantes en la etapa de establecimiento de las tres
variedades Bluecrop, Misty y Duke, se puede observar que no existieron diferencias
significativas en los parametros evaluados.

Cuadro 4. Numero, crecimiento de brotes, tasas de establecimiento y proliferacién para
cada una de las variedades en los tratamientos de luz y oscuridad.

Fase 1 (10 dias)

Crecimiento de brotes Tasa de
Variedad N° brotes encm establecimiento
Promedio + ES Promedio + ES Promedio + ES

Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad
Bluecrop 1,05+0,20a 1,11+0,14a 1,29+0,46a 1,81+0,40a 0,88+0,08a 0,88+0,08a

Misty 1,47+0,19a 1,41+0,12a 1,51+0,34a 2,28+0,32a 0,76+0,07a 0,78+0,05a
Duke 1,60+0,21a 1,41+0,17a 1,41+0,24a 2,21+0,39a 0,80+0,09a 0,94+0,05a

Fase 2 (30dias)

Crecimiento de brotes

Variedad N° brotes encm Tasa de proliferacion
Promedio + ES Promedio + ES Promedio + ES
Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad

Bluecrop 5,20+1,29a 5,50+0,98a 4,88+1,67a 3,23+0,77a 1,42+0,27a 1,13%0,17a
Misty ~ 5,00+0,69a 5,22+0,4%9a 3,16+0,86a 3,11+0,53a 0,97+0,14a 1,23+0,08a
Duke 7,00+0,97a 7,00+1,25a 3,85+1,10a 3,60+1,02a 1,02+0,26a 1,17+0,25a

Letras iguales en la misma fila indica que no existen diferencias significativas con p < 0,05.
ES: error estandar.

Estos resultados estarian indicando que la accion de la oscuridad aplicada a los explantes
durante un periodo de tiempo a inicio de la brotacion, no tendria un mayor efecto en el
desarrollo y proliferacion de brotes. Sin embargo, se observo una tendencia a una mejor
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respuesta al tratamiento oscuridad en las variedades Misty y Duke, en la calidad de los
explantes obtenidos (Figura 2).

Se puede observar que para estas dos variedades el comportamiento de los explantes
sometidos a oscuridad presentd un mejor desarrollo, mas regular y de mejor vigor. Ademas
este comportamiento se refleja en las tasas de establecimiento y proliferacion obtenidas en
el Cuadro 4.

La variedad Bluecrop presentd un comportamiento indiferente a la oscuridad, presentando
un buen desarrollo y crecimiento de brotes en ambos tratamiento (Figura 2), resultado que
se reflejo en tasas similares de establecimiento (Cuadro 4).

Esta tendencia coincide con el trabajo realizado por Erig y Schuch (2005), en el cual
sometieron a oscuridad durante 7 dias explantes del cultivar Delite, logrando disminuir el
porcentaje de explantes necrosados, y asi obtener una mejor tasa de sobrevivencia de
brotes.
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LUZ OSCURIDAD

Figura 2. Explantes en medio de multiplicacion después de 10 dias de realizado el
primer repique finalizado los tratamientos en la etapa de establecimiento. Efecto
de la luz y oscuridad en el crecimiento y desarrollo de los explantes, traducido en
una mayor sobrevivencia (tasa de establecimiento de explantes).

Es probable que la dificultad para medir pardmetros objetivos durante el crecimiento de los
explantes en cultivo in vitro, reflejado en la alta variabilidad de los datos obtenidos, dan
como consecuencia una no significancia estadistica de los resultados.
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Ensayo de multiplicacion in vitro

Analizando el efecto de cuatro pH distintos en los medios de cultivo en la etapa de
multiplicacién, no se observaron diferencias significativas en los parametros evaluados para
las variedades Bluecrop, Misty y Duke (Cuadro 5). Este resultado demuestra que el efecto
de los distintos pH en estudio no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento y desarrollo
de los brotes en las tres variedades.

Cuadro 5. Numero, crecimiento y tasa de proliferacion de brotes a distintos pH en los

medios de cultivo.

Variedad Bluecrop

Crecimiento de brotes en

Tasa de

Tratamiento N° brotes cm proliferacion
Promedio + ES Promedio + ES Promedio + ES
pH 5,0 4,50 + 0,64a 3,15 + 2,00a 0,90 +0,12a
pH 5,3 4,25 + 1,65a 1,93 +1,76a 0,85+ 0,33a
pH 57 3,25+ 1,18a 1,77 £ 0,58a 0,65+ 0,23a
pH 6,0 1,50+ 1,19 1,32 + 0,69a 0,30 £ 0,23a
Variedad Misty
Crecimiento de brotes en Tasa de
Tratamiento N° brotes cm proliferacion
Promedio + ES Promedio + ES Promedio + ES
pH 5,0 6,00+ 1,00a 2,90+ 1,14a 1,20 £ 0,20a
pH 5.3 5,50 + 0,95a 2,55 + 0,62a 1,10 £0,19a
pH 5,7 4,25+ 1,18a 1,35+ 0,57a 0,85+ 0,23 a
pH 6,0 2,75+ 1,03a 1,00 £ 0,44a 0,55 + 0,20a
Variedad Duke
Crecimiento de brotes en Tasa de

Tratamiento N° brotes cm proliferacion
Promedio + ES Promedio + ES Promedio + ES

pH 5,0 10,00 £ 2,12a 6,93 £ 2,75a 2,00 £ 0,42a
pH 5.3 7,25 £ 0,46a 4,82 +1,05a 1,45+ 0,18a
pH 57 5,00+ 1,47a 4,17 + 2,75a 1,00 £ 0,29a
pH 6,0 3,50 + 2,06a 3,80 +1,34a 0,70 + 0,41a

Letras iguales en la misma columna para cada variedad indican que no existen diferencias

significativas con p < 0,05.
ES: error estandar.
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Al igual que en el ensayo anterior ain cuando no existieron diferencias significativas se
observa una tendencia positiva al crecimiento de brotes y tasa de proliferacién a pH 5,0-
5,3, al comparar con pH 5,7 - 6,0 que presentdé menor crecimiento y en algunos casos
muerte de explantes. Esta respuesta se repitio en las tres variedades (Figura 3).

pH 5.0 pH 6.0

Figura 3. Efecto del pH en el crecimiento y desarrollo de los brotes a los 30 dias
de subcultivo en medios de multiplicacion con los distintos tratamientos de

pH. Diferencias de brotaciéon y crecimiento, a pH 5,0 y pH 6,0 en las tres
variedades en estudio.
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Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por Ostrolucka et al., (2004) donde
se determind que las plantas de arandanos tienen un mayor desarrollo a pH acidos. Ademas,
se determin6 que el cultivar Duke present6 diferencias de intensidad de brotacion segin el
pH del medio de cultivo, para el cual determind que a pH 5,0 la proliferacion de brotes fue
mayor.

Probablemente la dificultad para medir parametros objetivos durante esta etapa, sumado a
que los rangos de pH evaluados fueron muy estrechos, y la alta variabilidad de los datos
obtenidos en cada parametro evaluado, arrojé la no significancia estadistica para los
tratamientos en estudio. Si los rangos de pH en estudio fueran més distanciados quizas se
observaria una diferencia significativa marcada.
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Ensayo de aclimatacion

Vigor de los brotes

Se observd la condicion y vigor de los brotes antes de finalizar su tratamiento in vitro
(Figura 4). Los brotes sometidos a pre-aclimatacion durante 60 dias (T3 y T4) lograron una
mayor longitud, vigor y tamafio de hojas, comparado a los brotes que permanecieron 30
dias (T1y T2) en pre-aclimatacion, ademas no se observo un efecto de la adicion de agua
destilada sobre el medio de cultivo en el desarrollo de los brotes. Resultados presentados en
la Figura 4.
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Figura 4. Desarrollo de brotes in vitro de la variedad Bluecrop, finalizado el tiempo
de cada tratamiento de pre-aclimatacion in vitro. a) 30 dias en medio s/regulador de
crecimiento b) 30 dias en medio s/regulador de crecimiento y ultimos 10 dias se
agregd 20 cc de agua destilada estéril al medio de cultivo c) 60 dias en medio
s/regulador de crecimiento d) 60 dias en medio s/regulador de crecimiento y
ultimos 10 dias se agreg6 20 cc de agua destilada estéril al medio de cultivo.
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Una vez terminado el tiempo de cada uno de los tratamientos, se evalué la condicion de los
brotes mediante un registro fotografico (Figura 5) manteniéndose el mismo efecto que las
observaciones realizadas in vitro, donde T3 y T4 presentan brotes de mayor longitud y

vigor.

Figura 5. Desarrollo y condicion de brotes de la variedad Bluecrop, finalizado el
periodo de pre-aclimatacion in vitro, antes de realizar la aclimatacion en sustrato.
Se observa que los brotes de los tratamientos T3 y T4 (c y d) respectivamente
presentan mayor longitud y vigor que los brotes de los tratamientos T1y T2 (ay b)

respectivamente.

Es probable que el efecto de 60 dias en un medio sin regulador de crecimiento (T3 y T4)
produzca la diferencia en el vigor de los brotes, si se compara con un periodo menor de 30
dias (T1y T2), sin existir una mayor respuesta del agua destilada estéril sobre el medio de
cultivo en la condicion y desarrollo de los brotes obtenidos.
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Presencia o ausencia de raices

Con el objetivo de evaluar el efecto de los tratamientos de pre-aclimatacién in vitro en la
aparicion de raices, se conté el namero de brotes enraizados a los 10, 20 y 30 dias de
iniciada la aclimatacién en sustrato. En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos en
este ensayo.

Cuadro 6. Numero de brotes enraizados a los 10, 20 y 30 dias de aclimatacion.

Brotes enraizados a Brotes enraizados a Brotes enraizados a

Tratamientos los 10 dias los 20 dias los 30 dias
Promedio £ ES Promedio £ ES Promedio £ ES
T1 3,75+ 0,25b 6,50+ 0,28a 8,50 £ 0,28a
T2 1,75+ 0,25a 5,50 £ 0,64a 6,50+ 0,50a
T3 1,75+ 0,47a 5,25+ 1,03a 7,50+ 0,50a
T4 2,25+ 0,47ab 5,00 £ 0,70a 7,25+ 0,47a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre los
tratamientos, prueba de Tukey (p < 0,05).
ES: error estandar.

Se encontré diferencias significativas entre los tratamientos en el ndmero de plantas
enraizadas a los 10 dias de iniciada la aclimatacion. Estas diferencias no se mantuvieron en
las evaluaciones realizadas a los 20 y 30 dias.

Los resultados obtenidos en el Cuadro 6, no permiten sefialar superioridad de un
tratamiento sobre otro. Si bien a los 10 dias desde el inicio de la aclimatacion existe una
diferencia significativa, esta no se mantiene en las evaluaciones posteriores. Este resultado
pudo ser influenciado por la metodologia empleada, al sacar los brotes del sustrato para
evaluar la presencia o ausencia de raiz. Ademas al comparar el efecto de los tratamientos
de pre-aclimatacion in vitro sobre el enraizamiento de los brotes a los 10 dias de
evaluacién, se observo que los tratamientos T1 y T2 (con 30 dias de pre-aclimatacion)
donde T2 corresponde al tratamiento con agua destilada presentd menor nimero de brotes
enraizados, sin embargo en los tratamientos T3 y T4 (con 60 dias de pre-aclimatacion),
donde T4 corresponde al tratamiento con agua destilada presentd mayor nimero de brotes
enraizados.
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Tamanfo de raiz v/s vigor de los brotes

Para la evaluacién de estos dos parametros se llevd un registro fotografico del desarrollo
radical a los 10, 20,30 y como Ultima evaluacién a los 60 dias de iniciada la aclimatacion, el
cual fue contrastado con el desarrollo que tuvieron los brotes.

Se observo que los tratamientos que implicaron adicion de agua destilada estéril sobre el
medio de cultivo sin regulador de crecimiento (T2 y T4) presentaron raices de mayor
longitud a los 10 dias de evaluacion, en tanto que a los 30 dias de evaluacion se observo un
mayor desarrollo radical en los brotes sometidos a 60 dias de pre-aclimatacién in vitro
(T3y T4) resultados presentados en la Figura 6.



30

10 Dias 20 Dias

30 Dias

T1

I'1 801 20 dias inicio ensayo

T2

T2 801 30 dias

T3

T3 801 10 dias inicio ensayo

T4

T4 801 10 dias inicio ensayo

T4 801 30 Dias inicio ensayo

Figura 6. Desarrollo de raices en los brotes de la variedad Bluecrop, sometidos a 4
condiciones de pre-aclimatacion in vitro. Mediciones realizadas a los 10, 20 y 30 dias

de iniciada la aclimatacion en sustrato.

Como se observa en la Figura 6, hay un efecto del periodo de pre-aclimatacion in vitro en el
desarrollo radical. Es decir, aquellos brotes con un periodo de 30 dias de pre-aclimatacion
(T1 y T2) tuvieron, después de 30 dias de aclimatados en sustrato, un menor desarrollo
radical comparado con los brotes con periodo de pre-aclimatacion 60 dias (T3 y T4). Las
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diferencias no se observan cuando se comparan los tratamientos c/agua destilada estéril y
s/agua destilada estéril a los 30 dias de aclimatacion (T1 ¢/ T2 y T3 c/ T4). Este efecto
pudo ser influenciado por la metodologia empleada, al sacar los explantes del sustrato para
su evaluacion.

En cuanto al desarrollo y vigor de los brotes aclimatados provenientes de los distintos
tratamientos de pre-aclimatacion in vitro, se observo un mejor desarrollo y condicion de los
brotes obtenidos de los tratamientos T3 y T4 (60 dias de pre-aclimatacion in vitro en un
medio sin regulador de crecimiento) en el trascurso de las evaluaciones realizadas. Este
efecto de los tratamientos de pre-aclimatacion in vitro se mantuvo en el tiempo, ya que al
evaluar 60 dias despues de iniciada la aclimatacion en sustrato los brotes obtenidos de T3y
T4 presentan mayor longitud, vigor, nimero y tamafio de hojas, en comparacion a los
brotes obtenidos de T1y T2 como se observa en la Figura 7.
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30 Dias en pre-aclimatacién in vitro

60 Dias en pre-aclimatacion in vitro

Figura 7. Condicion y desarrollo de brotes de la variedad Bluecrop, a los 60 dias
de iniciada la aclimatacion en sustrato. Comparacion del vigor y desarrollo radical de
los brotes provenientes de cada uno de los tratamientos de pre-aclimatacion
realizados in vitro.
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En el trabajo realizado por Smanhotto et al., (2006) sostienen que para obtener una alta tasa
de sobrevivencia y explantes enraizados, los brotes deben presentar una condicion propicia,
de pre-endurecimiento, para aumentar la capacidad fotosintética de los explantes. Se
observo que esta condicidn se obtuvo en los brotes sometidos a mayor tiempo (60 dias) en
un medio de pre-aclimatacion in vitro.

El éxito de la aclimatacion depende de la tasa de sobrevivencia de los explantes, otorgada
por la capacidad de enraizamiento y vigor de los explantes. En este ensayo se obtuvo
mayor sobrevivencia de los brotes en aquellos que presentaron mayor vigor, dado por un
mayor numero y tamafio de hojas, por lo tanto la mayor sobrevivencia de los explantes se
podria adjudicar al periodo de duracion de pre-aclimatacion in vitro, y no al efecto de la
adicion de agua sobre el medio de cultivo.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se realizd esta
investigacion no es posible concluir que el tratamiento de oscuridad durante un cierto
periodo de tiempo en la etapa de establecimiento, produzca un mayor crecimiento y
proliferacion de brotes en las tres variedades en estudio. Sin embargo se observé que las
variedades Misty y Duke presentaron una tendencia positiva al crecimiento y proliferacion
de brotes en respuesta a la oscuridad, no asi para la variedad Bluecrop que se comportd en
forma indiferente a la oscuridad.

En la etapa de multiplicacién no es posible concluir que un determinado pH del medio de
cultivo, induzca a un mayor crecimiento y proliferacion de brotes para las tres variedades
en estudio. Sin embargo también se observo un efecto positivo frente a los pH 5,0 -5,3,
rango de pH utilizado anteriormente en el protocolo del Laboratorio de Genética Vegetal,
Universidad de Chile.

En la aclimatacion, el uso de un medio de pre-aclimatacion in vitro durante 60 dias
favorecio el vigor y condicidon de los explantes, en base al tamafio y nimero de hojas,
reflejado en una mayor sobrevivencia de los brotes aclimatados.

En base a estos resultados no es posible ajustar y mejorar el protocolo de micropropagacion
de arandanos en cada una de las etapas de este proceso a cada variedad presente en esta
investigacion. Sin embargo, los tratamientos propuestos en cada una de las etapas de la
micropropagacion, es decir el uso de un periodo de oscuridad en la etapa de
establecimiento, medio de cultivo con pH 5,0-5,3 en la etapa de multiplicacién y el uso de
un medio de pre-aclimatacion durante 60 dias permitirian obtener un mayor crecimiento y
proliferacion de brotes en cada una de las variedades en estudio.
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ANEXQOS

Anexo |. Protocolo de Micropropagacion WPM

Macronutrientes Lloyd & McCown WPM | 1X(mg/L) | Solucién Madre | Para 1L de medio de cultivo agregar
Macro WPM 10 cc
NH4NO3 400 40
MgSO4*7H20 370 37
KH2PO4 170 17
K2S04 990 99
Macro 2 9.4 cc
Ca(NO3)2*4H20 556 59
Macro 3 2.2cc
CaCl2 96 44
Microelementos WPM 10cc
MnS04*H20 16.9 1.69
ZnS0O4*7H20 8.6 0.86
H3BO3 6.2 0.62
CuSO4*5H20 0.25 0.025
Na2MoO4*2H20 0.25 0.025
Vitaminas WPM 10cc
Acido Nicotinico 0.5 0.05
Piridoxina HCI 0.5 0.05
Tiamina 1 0.1
Inositol 100 10
Glicina (1L) 2 0.2 10 cc
Quelato de Hierro MS 10cc
Na2EDTA 37.3 3.73
FESO4*7H20 27.8 2.78
Reguladores de crecimiento
2ip 7 0.1 70 cc
Sacarosa 309 309
Agar 64 69
Ph 5.3 53

Fuente: Laboratorio de Genética Vegetal, Universidad de Chile.




