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Efecto de las citoquininas en la multiplicacion in vitro de cuatro variedades de Vaccinium
corymbosum, a partir de segmentos nodales

Effect of cytokinins on the in vitro multiplication of four varieties of Vaccinium corymbosum,
from nodal segments

'Jessy Patricia Arista Bustamante *Santos Triunfo Leiva Espinosa ‘Juan Carlos Guerrero Abad
‘Roicer Collazos Silva

RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto de las citoquininas en la multiplicacion in vitro de cuatro
variedades de arandano (Vaccinium corymbosum) a partir de segmentos nodales. Para lo cual se emplearon cuatro
variedades comerciales de arandano (Biloxi, Legacy, Star y Bluecrop), bajo la aplicacion de tres citoquininas del
tipo Isoprenoides (zeatina, trans-zeatina y cis-zeatina). La metodologia comprendié la seleccion de la planta
madre y la recoleccidn de tallos jovenes de 5 a 10cm. libres de plagas y enfermedades, para su desinfeccion se
aplicaron agua desionizada estéril, alcohol al 70%, NaOCI al 3% y Tween 20. Los segmentos desinfectados y
seccionados se establecieron en un medio de cultivo liquido Woody Plant Medium (WPM) por un periodo de 45
dias, posteriormente los brotes obtenidos se sub cultivaron en un medio de cultivo s6lido WPM, suplementado
con diferentes concentraciones de zeatina, trans-zeatina y cis-zeatina zeatin (0.0, 1.0, 2.0 y 4.0 mg.L"), los cuales
fueron sometidos a 16 horas luz y 8 horas de oscuridad por un lapso de 50 dias. Para el analisis de los datos se
empled la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, observandose que zeatina y trans-zeatina, ambas
citoquininas fueron muy efectivas en concentraciones de 2.0 mg.L" presentando un mayor nimero de brotes,
hojas, ramificaciones y altura de plantula con promedios de (3.6), (27.5 y 32.5), 2) y (3.5 y 4.5cm.)
respectivamente, por otro lado se evidencid que cis-zeatina presenté un comportamiento inactivo en las cuatro
variedades de arandano.

Palabras clave: Organogénesis directa, zeatina, trans-zeatina, cis-zeatina, brotacion

ABSTRACT

The main objective of this work was to evaluate the effect of cytokinins in the in vitro multiplication of four
blueberry varieties (Vaccinium corymbosum) from nodal segments. For which four commercial varieties of
blueberry (Biloxi, Legacy, Star and Bluecrop) were used, under the application of three cytokinins of the
Isoprenoid type (zeatin, trans-zeatin and cis zeatin). The methodology included the selection of the mother plant
and the collection of young stems from 5 to 10cm. free of pests and diseases, sterile deionized water, 70% alcohol,
3% NaOCl and Tween 20 were applied for disinfection. The disinfected and sectioned segments were established
in a Woody Plant Medium (WPM) liquid culture medium for a period 45 days later, the obtained shoots were
subcultured in a solid WPM culture medium, supplemented with different concentrations of zeatin, trans-zeatin
and cis-zeatin zeatin (0.0, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.L"), which they were subjected to 16 light hours and 8 hours of
darkness for a period of 50 days. For the analysis of the data, the non-parametric statistical test of Kruskal-Wallis
was used, observing that zeatin and trans zeatin, both cytokinins were very effective in concentrations of 2.0 mg.L-
1 presenting a greater number of shoots, leaves, branches and Seedling height with averages of (3.6), (27.5 and
32.5), (2) and (3.5 and 4.5cm.) respectively, on the other hand, it was shown that cis-zeatin exhibited an inactive
behaviour in the four blueberry varieties.

Keywords: Direct organogenesis, zeatin, trans-zeatin, cis-zeatin, sprouting
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I. INTRODUCCION

El arandano es un fruto perteneciente a la familia de
las Ericaceas, y al género Vaccinium (Trehane,
2004), siendo las de mayor importancia el arandano
ojo de conejo (Vaccinium ashei R) y el arandano alto
o “highbush” (Vaccinium corymbosum L.) con mas
del 54% del total de las especies cultivadas (Buzeta,
1997), con una amplia distribucion geografica en el
hemisferio norte, aproximadamente el 35% de las
especies son originarias de América, 25% de Norte
América y 10% de Centro y Sur América (Song y
Hancock, 2011).

Se considera una buena fuente importante de
compuestos fenolico, muy reconocidos por su alto
poder antioxidante (Prior ef al., 1998). Su consumo
contribuye a una disminucién del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, inhibe el
crecimiento de células cancerosas, asi como prevenir
enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad del Alzheimer (Heinonen et al., 1998;
Singhetal.,2008).

El incremento de las plantaciones ha traido una
creciente demanda de material sano y vigoroso, en
especial de plantas in vitro por su demostrada calidad
y homogeneidad (Litwinczuk et al., 2005). La
micropropagacion permite la rapida propagacion
clonal de plantas libres de patogenos, y se utiliza
habitualmente para producir grandes cantidades de
especies frutales, ornamentales y silvicultura (Cohen
y Elliot,1979; Zimmerman y Broome, 1980). Los
arandanos han sido micropropagados por mas de
veinte aflos a partir de segmentos nodales de plantas
adultas cultivadas en el campo. (George,1993) y ha
demostrado ser un método eficaz y no generar
variabilidad genética si se utiliza organogénesis
directa.

Numerosos investigadores han estudiado las
condiciones del cultivo, medios basales, y
reguladores del crecimiento para el optimo
desarrollo in vitro de V. corymbosum. (Wolfe et al.,
1983), siendo las citoquininas los reguladores de
crecimiento encargados de interrumpir la
dominancia apical y asi promover la induccion y
proliferacion de las yemas axilares in vitro (Erig &
Schuch, 2006).

Diversos estudios se han centrado en la biisqueda de
las citoquininas adecuadas para el establecimiento y
multiplicacion in vitro de V. corymbosum, donde
destacan, la isopenteniladenina y la zeatina (Reed y
Abdelnour, 1991 y Fira et al.,2008).

Pero existe poca informacion de estudios de otras
citoquininas como la trans-zeatina y cis-zeatina para
inducir brotes adventicios, razén por la cual se

desarrollo la presente investigacion, con el objetivo
de evaluar el efecto de las citoquininas en la
multiplicacion in vitro de cuatro variedades de
arandano (V. corymbosum) a partir de segmentos
nodales, de esta manera los resultados obtenidos se
convertirdn en una herramienta esencial para la
propagacion masivade plantas de V. corymbosum.

II. MATERIAL Y METODO
Ubicacion del area de estudio:

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de
Fisiologia y Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja
de Selva (INDES-CES) de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas. El
material botanico fue colectado del invernadero de la
estacion experimental de Molinopampa, a una altitud
de 2421 m.s.n.m., latitud: 06°1220” Sur, longitud:
77°40'06” Oeste.

Se identificaron las plantas madres de V. corymbosum
y se recolectaron los tallos jévenes poco lignificados
libres de plagas y enfermedades con una longitud de 5
a 10 cm., estos tallos se sometieron a una desinfeccion
superficial en agua a chorro continuo, durante 30
minutos, posteriormente se seccionaron en pequefios
explantes de 2 a 3cm, para ser sumergidos en alcohol
al 70%, durante 60 segundos, seguido por una
inmersién en NaOCl al 3% mas dos gotas de tween
20, con agitacion constante durante 10 minutos y
enjuagados tres veces con agua desionizada estéril.
Estos segmentos fueron establecidos en un medio de
cultivo liquido WPM (Woody Plant Medium), con 20
gr.L" de sacarosa por un periodo de 45 dias (Figura 1).

Los segmentos nodales obtenidos fueron
subcultivados en un medio de cultivo s6lido WPM,
suplementado con agar (8 gr.L"), sacarosa (30 gr.L")
y las citoquininas (zeatina, trans-zeatina y cis-
zeatina) a concentraciones de (0.0, 1.0, 2.0 y 4.0
mg.L") de acuerdo a la combinacién de los
tratamientos (Tabla 1), El pH del medio de cultivo fue
ajustado a 5.35. Estos explantes subcultivados fueron
establecidos por un lapso de 50 dias con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad a
temperatura ambiente

Parametros de evaluacion

Una vez transcurrido los 50 dias del inicio del
experimento se cuantificaron el numero de brotes,
hojas y ramificaciones totales de cada unidad
experimental, asi mismo se evalud el diametro de
brotes desde el cuello hasta el dpice o yema terminal
de la planta, empleando como medidor un vernier
digital milimetrado, dicha magnitud se expres6 en
centimetros (cm).
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T A AR i
Figura 1. Establecimiento in vitro de V. corymbosum
en 3ml. de medio liquido WPM a los 45 dias. a)
variedad Star. b) Variedad Biloxi. ¢) Variedad
Legacy. d) Variedad Bluecrop.

Disefio experimental

Fue empleado un disefio completamente al azar con
arreglo factorial de 4x3x4; Factor (A): Variedades de
Vaccinium corymbosum (Biloxi, Legacy, Star y
Bluecrop), Factor (B): Citoquininas (zeatina, trans-
zeatina y cis-zeatina), Factor (C): Niveles de
citoquininas (0.0, 1.0, 2.0 y 4.0 mg.L"), donde cada
unidad experimental comprendid un segmento nodal
en tubo de ensayo de 25 x 150 mm. de didmetro con
8ml de medio de cultivo, el experimento consistid en
48 tratamientosy 10 repeticiones.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la
prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Los cuales fueron procesados con el paquete
estadistico InfoStat version2017.

Tabla 1. Combinacion de las variedades de V.
corymbosum (Biloxi, Legacy, Star y Bluecrop),
citoquininas (zeatina, trans-zeatina y cis-zeatina) y
cuatroniveles (0.0,1.0,2.0y 4.0 mg.L")

Factor (A) Factor (B)  Factor (C)
Tratamientos . . . Niveles
Variedades Citoquininas (mg.L")
T1 Biloxi Zeatina 0.0
T2 Biloxi Zeatina 1.0
T3 Biloxi Zeatina 2.0
T4 Biloxi Zeatina 4.0
T5 Biloxi Trans-zeatina 0.0
T6 Biloxi Trans-zeatina 1.0
T7 Biloxi Trans-zeatina 2.0
T8 Biloxi Trans-zeatina 4.0
T9 Biloxi Cis-zeatina 0.0
T10 Biloxi Cis-zeatina 1.0

T11 Biloxi Cis-zeatina 2.0
T12 Biloxi Cis-zeatina 4.0
T13 Legacy Zeatina 0.0
T14 Legacy Zeatina 1.0
T15 Legacy Zeatina 2.0
T16 Legacy Zeatina 4.0
T17 Legacy Trans-zeatina 0.0
T18 Legacy Trans-zeatina 1.0
T19 Legacy Trans-zeatina 2.0
T20 Legacy Trans-zeatina 4.0
T21 Legacy Cis-zeatina 0.0
T22 Legacy Cis-zeatina 1.0
T23 Legacy Cis-zeatina 2.0
T24 Legacy Cis-zeatina 4.0
T25 Bluecrop Zeatina 0.0
T26 Bluecrop Zeatina 1.0
T27 Bluecrop Zeatina 2.0
T28 Bluecrop Zeatina 4.0
T29 Bluecrop  Trans-zeatina 0.0
T30 Bluecrop  Trans-zeatina 1.0
T31 Bluecrop  Trans-zeatina 2.0
T32 Bluecrop  Trans-zeatina 4.0
T33 Bluecrop Cis-zeatina 0.0
T34 Bluecrop Cis-zeatina 1.0
T35 Bluecrop Cis-zeatina 2.0
T36 Bluecrop Cis-zeatina 4.0
T37 Star Zeatina 0.0
T38 Star Zeatina 1.0
T39 Star Zeatina 2.0
T40 Star Zeatina 4.0
T41 Star Trans-zeatina 0.0
T42 Star Trans-zeatina 1.0
T43 Star Trans-zeatina 2.0
T44 Star Trans-zeatina 4.0
T45 Star Cis-zeatina 0.0
T46 Star Cis-zeatina 1.0
T47 Star Cis-zeatina 2.0
T48 Star Cis-zeatina 4.0

III. RESULTADOS

Las citoquininas y las diferentes concentraciones,
influyeron significativamente sobre el nimero de
brotes, hojas, ramificaciones y altura de planta en las
cuatro variedades de V. corymbosum.

3.1.Numero de brotes

Zeatina a una concentracion de 2.0 mg.L", indujo a
una mayor formacién de brotes, de modo que las
variedades Biloxi y Bluecrop (Figura 5a y 5g),
mostraron un mayor nimero de brotes con promedios
de 3.6 y 3.5 respectivamente, siendo significativa-
mente superiores (p<0.05) a los tratamientos bajo la
aplicaciéon de 0.0, 1.0 y 4.0 mg.L" donde se
obtuvieron los promedios mas bajos, no obstante las
variedades Legacy y Star (Figura 5d y 5j) a
concentraciones de 2.0 mg.L"' obtuvieron los
promedios mas altos en su grupo pero los mas bajos a
comparacion de Biloxi y Bluecrop, mostrando
promedios de 1.4 y 1.2 brotes por unidad
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experimental (Figura 2A).
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Figura 2. Efecto de cuatro concentraciones de zeatina
y trans-zeatina sobre el niimero de brotes en las
variedades Biloxi, Legacy, Bluecrop y Star. A)
Numero de brotes en funcidén a cuatro
concentraciones de zeatina, B) Numero de brotes en
funcion a cuatro concentraciones de trans-zeatina.

Asi mismo trans-zeatina presentd un
comportamiento similar a zeatina, observandose que
las variedades Biloxi, Bluecrop y Star (Figura 5b y
5h) obtuvieron un mayor nimero de brotes a una
concentracion de 2.0 mg.L"' con promedios de 2, 3 y
1.7 brotes respectivamente, no obstante la variedad
Legacy presentd un mayor nimero de brotes a
concentraciones de 2.0 mg.L" (Figura Se), sino que
también a 4.0 mg.L" difiriendo significativamente
frente al resto de tratamientos (Figura 2B).

Por otro lado se observd que la proliferacion de
brotes estuvo ausente en aquellos tratamientos que
no fueron suplementados por las citoquininas (0.0
mg.L"), en las cuatro variedades de V. corymbosum
como se muestraen la (Figura2AY 2B).

3.2.Numero de hojas

Para la variable nimero de hojas se observo que
zeatina a una concentraciéon de 2.0 mg.L" tuvo el
mayor efecto en las variedades Biloxi, Legacy,
Bluecrop y Star (Figura 5a, 5d, 5g y 5j) mostrando
promedios de 27, 21, 26 y 23 hojas por planta
respectivamente, siendo significativamente superior

al resto de tratamientos (Figura 3A).

En cuanto a trans-zeatina se observd que la variedad
Legacya2.0 mg.L" difiri significativamente frente
a los demas tratamientos, mostrando el mejor
comportamiento con un promedio de 30.1 hojas,
seguido por la variedad Star, Biloxi y Bluecrop con
promedios entre 23 y 25 hojas por unidad
experimental.

Por otro lado se muestra que los medios
suplementados a una concentracién de 1.0 mg.L",
presentaron un menor niamero de hojas mostrando
promedios entre 4 y 10 unidades por planta, en cuanto
a los tratamientos que no fueron suplementados por
las citoquininas no se observaron ningun resultado
debido a la ausencia de brotes (Figura 3B).
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Figura 3. Efecto de cuatro concentraciones de zeatina
y trans-zeatina sobre el numero de hojas en las
variedades Biloxi, Legacy, Bluecrop y Star. A)
Numero de hojas en funcién a cuatro concentraciones
de zeatina, B) Numero de hojas en funcién a cuatro
concentraciones de trans-zeatina.

3.3. Altura de planta

Las concentraciones de zeatina influyeron
significativamente (p<0.05) sobre la altura de brotes,
siendo significativa su interacciéon en las cuatro
variedades, observandose a la variedad Bluecrop a
2.0 mg.L" (Figura 5g) con los brotes méas largos con
un promedio de 4.10 cm. de altura, seguido por las
variedades Biloxi, Star y Legacy, no obstante la
variedad Biloxi logro los crecimientos mas altos a 2.0
mg.L" si no que también a 1.0 mg.L" de zeatina
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ambas concentraciones mostraron un
comportamiento similar para el crecimiento de los
brotes en esta variedad. (Figura 4A). Ademas se
observo que a mayor concentracion de zeatina la
elongacion de los brotes empieza a disminuir.

Por otro lado los brotes de Legacy bajo la aplicacion
de2.0mg.L" de trans-zeatina (Figura Se) fueron los
mas largos, asi mismo la variedad Star presentd una
mayor alturaa2.0mg.L", con promedios de 3.3y 2.4
cm. de altura, mientras que Biloxi y Bluecrop
mostraron brotes mas largos a una concentracion de
1.0 mg.L" con promedios de 3 y 1.5 cm.
respectivamente (Figura4B).
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T35 03ab 13ab 0.16ab 0b
T36 05a 2.8a 0.25a 0.la
T45 Oc 0b 0b 0b
T46 Oc 0b 0b 0b
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Figura 4. Efecto de cuatro concentraciones de zeatina
y trans-zeatina sobre la altura de planta en las
variedades Biloxi, Legacy, Bluecrop y Star. A) Altura
de planta en funcién a cuatro concentraciones de
zeatina, B) Altura de planta en funcién a cuatro
concentraciones de trans-zeatina.

En cuanto a los tratamientos que fueron
suplementados con cis-zeatina, se observo la
ausencia de brotes en las cuatro variedades de V.
corymbosum, visualizandose solamente la
formacion de callos o abultamientos en la lamina
foliar (Figura 5c, 5f, y 5I), sin embargo a
concentraciones de 2.0 y 4.0 mg.L" empezaron
aparecer pequeflos brotes en la variedad Bluecrop
(Tabla2).

Tabla 2. Comparacion de las medias de cuatro
variedades de V. corymbosum en funcién a cuatro
concentraciones de cis-zeatina en las variedades de
Biloxi, Legacy, Bluecrop y Star.

—
_k 1
i |
e

Figura 5. Variedad Biloxi; a) 2.0 mg.L" de zeatina. b)
2.0 mg.L" de trans-zeatina. c), 4.0 mg.L" de cis-
zeatina. Variedad Legacy; d), 2.0 mg.L" de zeatina.
e), 2.0 mg.L" de trans-zeatina f), 2.0 mg.L" de cis-
zeatina. Variedad Bluecrop; g), 2.0 mg.L" de zeatina.
h), 2.0 mg.L" de trans-zeatina. i), 4.0 mg.L" de cis-
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zeatina. Variedad Star; j), 2.0 mg.L" de zeatina k), 4.0
mg.L" de trans-zeatinal), 4.0 mg.L"' de cis-zeatin

IV. DISCUSION

Las variedades estudiadas difirieron
significativamente en su capacidad de regeneracion
de brotes, hojas, ramificaciones y altura de planta,
puesto que diferentes autores indican que la
multiplicacion in  vitro, depende no solo de la
concentracion o nivel de citoquininas en el medio de
cultivo, sino también de la respuesta de las especies
al tipo de citoquinina (Lietdl., 2006, Liuetdl., 2010
y Tetsumura et al,, 2008) ademas indican que las
condiciones para la micropropagacion de especies
y/o cultivares del  género Vaccinium son
genotipos-dependientes, lo que implica la necesidad
de optimizar las condiciones para cada variedad.

En cuanto a la investigacion realizada se trabajé con
diferentes concentraciones de zeatina, trans-zeatina
y cis-zeatina, siendo zeatina la citoquinina mas
utilizada en la micropropagacién de diferentes
variedades de V. corymbosum, (Zhidong et al., 2006,
Meiners et al., 2007), la cual tuvo una influencia
positiva y significativa en la diferenciacion de brotes
en las cuatro variedades estudiadas, logrando mayor
numero de brotes por cada unidad experimental en un
medio suplementado con 2.0 mg.L" (Figura 2A), del
mismo modo otros estudios en cultivares de
Vaccinium vitis y Vaccinium corymbosum,
confirmaron que zeatina a 2.0 mg.L" es la mas
adecuada para la estimulacion de brotes y hojas
(Ostroluckal et al., 2014), en cuanto a la variable
altura de planta, se observo una disminucién de la
longitud al suplementar el medio de cultivo en
concentraciones de 1.0 y 4.0 mg.L" de zeatina, lo
mismo sucedid en el experimento realizado por
(Ariza, 2018) cuando evaluaron el efecto de
diferentes concentraciones de zeatina en Vaccinium
meridionale.

Por otro lado la proliferacion de brotes estuvo
ausente en un medio de cultivo sin zeatina, estos
resultados coinciden con el trabajo de otros autores
(Chandler y Draper, 1986 y Reed et al., 1991),
quienes demostraron que las citoquininas son
indispensables para la estimulacion de los brotes en
V. corymbosum.

Hay pocos autores que han empleado la trans-zeatina
como parte de un protocolo de propagacion in vitro
de Vaccinium (Meiners, 2007), citoquininas que
probablemente tienen un efecto de reducir la
dormancia apical, fuerte caracteristica de varias
especies de Vaccinium, permitiendo asi el desarrollo
de los brotes y yemas axilares (Debnath y Kenneth,
2001), en cuanto a los resultados obtenidos en este

estudio se evidenciaron diferencias significativas
para las variables nimero de brotes, hojas,
ramificaciones y altura de planta, donde se observd
que a concentraciones de 2.0 mg.L" trans-zeatina
tuvo una mayor actividad sobre el numero de brotes y
hojas, especialmente en las variedades Bluecrop y
Legacy con promedios de 3.60 y 30.1., (Torres,
Trujillo y Arahana, 2010), quienes trabajaron en el
cultivo in vitro del mortiio (Vaccinium floribundum)
demostrando que el medio de cultivo Woody Plant
Medium suplementado con trans-zeatinaa 1.0 mg.L"
y 0.05 mg.L" de acido-naftalacético fue el mas
adecuado para el cultivo de plantulas de mortifio,
especialmente si se desea promover abundantes
brotes y ramificaciones, mas no elongaciéon de la
planta, sin embargo en la investigacion realizada se
observo que las variedades Bluecrop, Biloxi y Star
lograron una mayor elongacion de sus brotes en
concentracionesde 1.0mg.L" de trans-zeatina.

Durante mucho tiempo se penso que las cis-zeatinas
eran biologicamente inactivas y se consideraron
como posibles restos de degradacion de ARNt
(Skoogetal., 1966y Tay et al., 1986), asi mismo en el
trabajo realizado no se observo la presencia de brotes,
visualizandose solamente la formaciéon de callos y
abultamientos en la 1dmina foliar, del mismo modo
en otros ensayos (Gyulai y Heszky, 1994) como
Phaseolus, (Mok et al., 1978) o en cultivos de células
de tabaco, se reveld que las cis-zeatina tienen poca o
ninguna actividad en comparacion con la zeatina e
Isopentiladenina, que generalmente se consideran las
citoquininas naturales mas activas, sin embargo, a los
45 dias luego de la introduccion in vitro de los
segmentos nodales de la variedad Bluecrop bajo una
concentracién de 4.0 mg.L", se presenci la aparicion
de pequenos brotes, concluyendo que cis-zeatina
tiene una actividad lenta en los procesos de
multiplicacién in vitro, ademas en estudios
realizados en diferentes variedades de lupulo enano
(Humulus lupulus) se encontraron grandes
cantidades de cis-zeatina (Patzak et al., 2013) por lo
que concluyeron que las citoquininas del tipo cis-
zeatina tienden a acumularse bajo las circunstancias
particulares asociadas con un crecimiento limitado.

V. CONCLUSIONES

El presente experimento mostrd la importancia de las
citoquininas en la regeneracion de brotes,
demostrando que zeatina y trans-zeatina a
concentraciones de 2.0 mg.L"' promueven la
capacidad de inducir una mayor multiplicacion de
brotes, por otro lado cis-zeatina presenté un
comportamiento inactivo, pues se necesitan realizar
mas investigaciones y/o pruebas experimentales
sobre los niveles de cis-zeatina especificos, durante
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diferentes fases de desarrollo de las plantas, para
sacar conclusiones generales sobre los niveles
adecuados durante la propagacion in vitro.
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