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RESUMEN

En la presente investigacion se estandariz6 un protocolo para la propagacion in vitro de ardndano
azul (Vaccinium corymbosum) en la empresa LePlant. Inicialmente se empled Sistemas de
Inmersion Temporal en Biorreactores (SIT) en frascos cuadrados para laboratorio GL 80, en los
cuales se realizaron pruebas de funcionamiento y contaminacion, posteriormente se expusieron
veinte explantes a dos tratamientos, Tratamiento 1 (1min/4h-250ml) y Tratamiento 2 (3min/6h-
300ml), por un periodo de veinticinco dias y tres réplicas bioldgicas. Una vez obtenidos los
valores promedio de la tasa de multiplicacion al emplear SIT, se comparo estadisticamente con el
reportado en la empresa. Al finalizar la experimentacion los residuos organicos se sometieron a
una degradacion biol6gica por medio de vermicompostaje. Después, mediante el software
RStudio se determind con un nivel de significancia de 0.05 y un 95% de confianza que el
Tratamiento 1 es mucho mas efectivo que el Tratamiento 2 en cuanto a largo de brotes, tasa y
coeficiente de multiplicacion evidenciandose que la frecuencia y tiempo de inmersion son
directamente proporcionales, al tiempo se dedujo también que la tasa de multiplicacion de 3.4
obtenida en los SIT, se incrementd aproximadamente al doble del valor registrado en el empresa
(1.8) en el proceso in vitro convencional. Con relacion al andlisis quimico del vermicompost
presentd una buena relacion C/N y un alto contenido de materia orgénica, siendo 6ptimo para su
uso como suplemento de sustratos. Al finalizar la experimentacion, se estandariz6 un protocolo
para la propagacion in vitro del de arandano azul empleando la técnica de Inmersién Temporal en
Biorreactores donde a menor volumen, tiempo y frecuencia de inmersion se mejora la absorcién
de nutrientes garantizando una alta tasa de multiplicacion. Se recomienda en lo posterior trabajar

con unidades bioldgicas procedentes de cultivos sanos.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <ARANDANO AZUL (Vaccinium corymbosum)>,
<SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL EN BIORREACTORES (SIT)>, <TASA DE
MULTIPLICACION>, <BIORREACTORES>.

LEONARD Firmado
digitalmente por

O FABIO  (tonarpo FaBIO
MEDINA  MEDINANUSTE

Fecha:2021.10.22

NUSTE 11:42:23 -05'00'

DIRECCION DE BIBLIOTECAS Y
RECURSOS DEL APRENDIZA)E

Sspocw
1818-DBRA-UTP-2021

Xiii



SUMMARY

The aim of the current research was the standardization of a protocol for the blueberry (Vaccinium
corymbosum) in vitro propagation at LePlant company. First of all, Temporary Immersion
Systems in Bioreactors (T1S) were used in GL 80 square laboratory flasks, in which operation
and contamination tests were carried out; then, twenty explants were put under two treatments,
Treatment 1 (Imin / 4h-250ml) and Treatment 2 (3min / 6h-300ml) during a twenty five-day
period and three biological replications. Once the multiplication rate average values were
obtained with the use of TIS, it was possible to compare these values in a statistical way with the
ones reported by the company. At the end of the experimentation, the organic waste was put under
a biological degradation through the use of vermicomposting. Then, with the use of RStudio
software, it was possible to determine a significance level of 0.05 and a confidence of 95%
regarding the effectiveness of Treatment 1 over Treatment 2 in terms of sprouts length, rate and
multiplication coefficient, this reflectsthat the frequency and Immersion time are directly
proportional, it was also concluded that the multiplication rate of 3.4 obtained in the Temporary
Immersion Systems, increased approximately twice the value of 1.8 registered in the company
during the conventional in vitro process. With regard to the vermicompost chemical analysis, it
presented a good C/N ratio as well as a high organic matter content, optimal for being used as
substrate supplement. At the end of the experimentation, a protocol for the blueberry in vitro
propagation was standardized with the use of the Temporary Immersion technique in Bioreactors
where the lower volume, time and immersion frequency, the best absorption of nutrients
guaranteeing a high multiplication rate. Thus, a further work with biological units from healthy

crops is recommended.
Keywords:  <BIOTECHNOLOGY>, <BLUEBERRY (Vaccinium  corymbosum)>,

<TEMPORARY IMMERSION SYSTEMS IN BIOREACTORS (TIS)>, <MULTIPLICATION
RATE>, <BIORREACTORS>.
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INTRODUCCION

La empresa LePlant se ha dedicado por varios afios a la micropropagacion de tejidos vegetales
empleando diversas técnicas del cultivo in vitro, lo que permite obtener una planta completa a
partir de una parte de la planta madre con el fin de que manifieste su totipotencia y sobre todo
conservando sus caracteristicas génicas. En la actualidad ha surgido el interés y la necesidad de
mejorar la tasa de multiplicacion de 1.8 % de la especie Vaccinium corymbosum (arandano azul)
generada en la empresa por el método convencional in vitro, debido a la creciente demanda que
posee el fruto dentro del mercado nacional como internacional por los grandes beneficios en la
salud, que presentan sus caracteristicas nutricionales y a su vez que se trata de un producto muy
rentable (Egas, 2018, parr.2), de igual forma se busca disminuir el empleo de un agente gelificante
para alcanzar la solidificacidn del medio de cultivo, ya que incrementa los precios y origina una
mayor inversion.

Considerando la problemaética con respecto a la tasa de produccion de esta especie en la empresa,
con este estudio se pretende instaurar a los Sistemas de Inmersion Temporal en biorreactores
como una herramienta importante dentro del cultivo in vitro para solventar las deficiencias
generadas en el proceso habitual. Segun estudios realizados por (zdfiga et al., 2009, pp.23-29) Se
expone que mediante esta técnica se han obtenido mayores tasas de multiplicacién a comparacion
del proceso convencional in vitro, el mismo que se emplea usualmente en la empresa, al mismo
tiempo se genera un mayor contacto de la materia vegetal con el medio de cultivo, mejora el
intercambio gaseoso, disminuye los costos de produccion al emplear un medio de cultivo liquido
y aumenta el porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de las plantas en la fase de
aclimatacion.

Pese a que el arandano azul, es de cultivo reciente en el pais, el Ecuador cuenta con grandes
ventajas en el mercado para la produccién de esta especie anual, gracias a las condiciones
medioambientales que presenta sobre todo la luminosidad brindada por la linea ecuatorial que
influye positivamente en el tamafio y los grados brix (dulzura) del fruto. Segin la Food and Drug
Administration (FDA), el arandano azul es de gran interés y consumo a nivel internacional por
sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias y antitromboticas, y por su empleo en la
elaboracion de jaleas y jarabes. Es por lo mencionado anteriormente que la empresa LePlant busca
mejorar sus procesos de multiplicacion para contribuir con la agricultura y el desarrollo comercial
del pais. Ser una empresa sostenible encaminada hacia una economia circular, es otro de los
objetivos de LePlant, es por ello por lo que el estudio a su vez pretende determinar la viabilidad
de aprovechar los 2,5 a 3 kg de residuos vegetales generados semanalmente para producir un

abono organico que serd empleado en otra linea de produccién de esta sociedad.



Formulacién del problema

¢La estandarizacion de un protocolo para la micropropagacion in vitro de Vaccinium corymbosum
empleando Sistemas de Inmersion Temporal en biorreactores es viable para mejorar la tasa de

multiplicacion de esta especie en la empresa LePlant de la ciudad de Ambato?

Justificacion de la investigacién

Los motivos por los cuales se decide investigar sobre la micropropagacion in vitro de arandano
utilizando la técnica de inmersion temporal en biorreactores se centran en que la empresa LePlant
requiere incrementar sus niveles de produccion y mejorar la eficiencia de sus procesos debido al
incremento de la demanda del arandano azul en el mercado. Segun datos recolectados por
(Winkelmann et al., 2006, pp.319-327), en biorreactores, la obtencion de plantulas reduce los costos de
produccién entre un 50 y 60 % y ademas (Angel-Molina etal., 2018, pp.48-57), indican que la
micropropagacion in vitro se realiza en ambientes completamente limpios lo que permite obtener
cultivos en ausencia de plagas y enfermedades. Al mismo tiempo de brindar una mayor
optimizacion bioldgica por los altos coeficientes de multiplicacion, el empleo de un medio de
cultivo liquido en el sistema seglin (Adelberg, 2004, pp.245-250), genera un bajo costo.

El aprovechamiento de los residuos vegetales del proceso de propagacién in vitro en la empresa
LePlant busca fomentar una cultura de sostenibilidad enfocada en la economia circular, la cual
segun la Comision Europea se define como un modelo en el que “el valor de los productos, los
materiales y los recursos se mantenga en la economia durante el mayor tiempo posible, y en la
que se reduzca al minimo la generacion de residuos”. La idea de “cerrar el circulo” requiere
aprovechar este remanente con la finalidad de producir un abono organico, el cual serd utilizado
en otra linea de produccion de la empresa, lo que permitird reducir el volumen de desechos
generados por la misma y mejorara significativamente su imagen. Gracias a la empresa LePlant,
Unico laboratorio certificado por Agrocalidad de propagacion in vitro del centro del pais, dedicado

a la investigacion y desarrollo cientifico y tecnolégico se llevara a cabo este proyecto.

Objetivos de la investigacion

Objetivo General

e Estandarizar un protocolo para la propagacion in vitro de Vaccinium corymbosum (Arandano

azul) empleando la técnica de inmersion temporal en biorreactores.



Obijetivos Especificos

e Evaluar el efecto que tiene la relacion entre la frecuencia y el tiempo de inmersion.

e Comparar la tasa de multiplicacién de Vaccinium corymbosum (Arandano biloxi) obtenida en
el proceso in vitro convencional en contraste con el sistema de inmersién temporal.

e Determinar la viabilidad de emplear los residuos vegetales del proceso para generar un

vermicompost.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

La propagacion vegetativa in vitro ha tomado un gran valor en cuanto a la produccién masiva de
plantas puesto que involucra una serie de beneficios como acortar los ciclos reproductivos, evitar
la generacion de enfermedades y difusion de plagas, incrementar las tasas de multiplicacion y
sobre todo mejorar la calidad de las plantas juntamente con su produccion. Las fases del proceso
de propagacion in vitro convencional implica el uso de diferentes medios de cultivo como sélidos,
semisolidos y liquidos; generalmente se solidifica el medio con agar u otro agente gelificante para
brindar un soporte a las plantas (Castillo etal., 2020, pp.175-176), pero en base a varios estudios
realizados se ha determinado que el empleo de medios de cultivo liquidos abarca una serie de
ventajas importantes, (Adelberg, 2004, pp.245-250), destaca el mejoramiento de la difusion de
nutrientes y agua, disminucién de impurezas causadas por el uso de agar o agente solidificante,
bajo costo, preparacion del medio en un periodo corto de tiempo y el uso eficiente del espacio en
el cuarto de crecimiento.

Entre los sistemas de cultivos in vitro que emplean medios liquidos encontramos a los sistemas
sumergidos, que son modificaciones de los fermentadores usados para el crecimiento de
microorganismos y los de inmersion temporal, que son mas simples puesto que son sistemas
mecanicos; para llevar a cabo estos procesos una de las técnicas usadas es la de inmersion
temporal que se fundamenta en el empleo de flujos de aire a presion que mueven los fluidos entre
reservorios y frascos de cultivo. Steward et al. (1952, pp. 57-79) fue la primera persona en emplear una
técnica de inmersion periddica en medios de cultivo liquido, donde la innovacion que se realizé
en 1956 fue llamada como “los aparatos Steward”. En este sistema el medio liquido era trasladado
de un tubo a otro sistema, manteniendo al tejido en una fase gaseosa y viceversa, no fue hasta
1985 que Tisserat y Vandercook pusieron en marcha el primer equipo automatizado que utilizaba
este principio. En los SIT, la planta entra en contacto con el medio liquido con cierta frecuencia
durante un periodo de tiempo corto evitando la hiperhidricidad generada comidnmente en los
sistemas de contacto (Castillo et al., 2020, pp.175-176).

Como afirman Cohen (1980, pp.144-146); Frett y Smagula (1983, pp.467-472), los arandanos se han
micropropagado durante mucho tiempo a partir de segmentos nodales de plantas adultas
cultivadas en el campo, la propagacion in vitro de estas plantas se ha visto limitada por los costos
de produccidn generados por las diversas manipulaciones en las etapas de este proceso, varios
autores han propuesto la automatizacién de la micropropagacion en biorreactores como una

posible forma de reducir los costos e incluso promover fuertemente la rapida multiplicacion y un
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control maximo de las condiciones del microambiente (Ross y Castillo, 2009, pp.1-8). El interés de
producir ardndano azul radica en su alto contenido de antioxidantes, los compuestos que
previenen una reaccion quimica de oxidacién que puede dafiar o matar a las células causando una
serie de enfermedades; ademas de abarcar estos beneficios en cuestion de salud (Gonzélez, 2018,
parr.18), esta fruta es de interés internacional ya que, segin Raul Olivares, gerente de la empresa
chilena Driscoll’s, comercializadora de arandano, el consumo de este producto estd creciendo
cerca de un 20% anual.

A nivel mundial Hoornweg y Bhada-Tata (2012, pp.1-15), afirman que alrededor del 46% de los residuos
solidos son de caracter organico, las alternativas que se han establecido para su aprovechamiento
estadn basadas en la reutilizacién y reciclaje donde se pretende recuperarlos para que asi sean
incluidos nuevamente en la cadena productiva (Chavez y Rodriguez, 2016, pp.90-107). El incremento de
la poblacion generd que la gestion o tratamiento de estos residuos sea mas dificil a comparacion
de tiempos pasados; al hablar de residuos, en general se los toma como elementos “inservibles”
pero en su mayoria estos pueden ser utilizados para producir otros bienes, los residuos vegetales
son considerados un potencial de vida puesto que son biodegradables y su descomposicion natural
reutilizando sus propiedades nutritivas, es factible.

Los residuos vegetales generados en la micropropagacién in vitro pueden ser utilizados para
generar abono organico, el compostaje es la mejor opcion para realizarlo ya que ha sido utilizado
desde afos anteriores a la Primera Guerra Mundial por Albert Howard, quien es considerado su
inventor (Tortosa, 2019, pérr.2), consiste en la descomposicion biolégica del material organico en
condiciones aerdbicas, transformandolos en CO», energia térmica y materia orgéanica estabilizada,
rica en sustancias humicas. Este proceso puede ser mediado tanto por microorganismo, lombrices
0 su combinacion.

La lombricultura es una actividad de reciente creacion, la cual se cre6 a mediados del siglo XX,
y su relevancia como proceso para estabilizacion de residuos organicos se da en los afios setenta,
el vermicompostaje es el proceso que combina el poder de degradacion bioquimica de la materia
orgénica por parte de los microorganismos y la facilidad de fragmentacion y acondicionamiento

de las lombrices que actian como conductores del proceso (Villegas y Canepa, 2017, pp.394).

1.2. Bases Tedricas

1.2.1. Propagacion in vitro

La micropropagacion es el conjunto de procesos que emplea varias técnicas de cultivo in vitro
para la obtencion masiva de plantas, esta técnica es aprovechada para regenerar una planta
totalmente completa conservando las caracteristicas genéticas de la planta madre (totipontencia).

El objetivo principal es la multiplicacién de plantas asexual desde fragmentos de ellas como
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meristemas, esquejes, brotes, hojas entre otros, otro rasgo beneficiario es la sanitizacién de esta,
ya que se encuentra libre de patdgenos como virus, hongos y otros agentes (Angel-Molina et al., 2018,

pp.48-57).

Figura 1-1: Propagacion in vitro - Tecnologia

Fuente: (LePlant, 2021, p.1).

Con el presente mecanismo se alcanza la multiplicacion en menor tiempo, menos recursos y a
gran escala en comparacion a las obtenidas en campo, en efecto, se estima que 1 ha de plantas en
campo representa a 1 m? de material vegetal en el laboratorio, ligado a que posee una tasa
exponencial de crecimiento y con caracteristicas semejantes. En el siguiente cuadro se detallan

los medios basales, mas usados en el cultivo de tejidos vegetales:

Tabla 1-1: Matriz de Composicion de los medios de cultivo MS (Murashige y Skoog) y WPM

(Lloyd y McCown) empleado para especies lefiosas

Compuesto WPM
mg/l (mM) mg/l (mM)
Macro nutrientes 400 (4.9)
NH4NO3 1650 (20.6) e
KNO; 1900 (18.8) 370 (1.5)
MgS0,.7H,0 370 (1.5) 96 (0.65)
CaCl,.2H,0 440 (2.99) 170 (1.25)
KH,PO, 170 (1.25) 556 (2.35)
Ca(N03)4H20 -------------------
Kst4 """""""
Micro nutrientes
KI 0.83(0.005) e
H3BO; 6.2 (0.1) 6.2 (0.19)
MnSO,.4H,0 22.3(0.13) 22.3(0.13)
ZnS0,.7H,0 8.6 (0.0029) 8.6 (0.029)
Na;Mo0,.2H,0 0.25(0.01) 0.25 (0.01)
CuS0,.5H,0 0.025 (0.0001) 0.25 (0.001)
CoCl,.6H,0 0.025(0.0001) e
Na,EDTA 37.3(0.1) 37.3(0.1)
FeS0,4.7H,0 27.8(0.1) 27.8(0.1)

Fuente: (Quintero-Garcia y Jaramillo-Villegas, 2012, pp.52-60).

Realizado por: Goyes Janina & Rojas Yanira, 2021.



1.2.2. Pasos en la Micropropagacion in vitro

En investigaciones previas Murashige y Skoog (1962, pp. 473-497) mencionan la existencia de ciertas

fases fundamentales del proceso que conllevan a la micropropagacion eficiente de una especie:

1.2.2.1. Establecimiento del cultivo aséptico

Una vez se ha elegido el explante mas adecuado, este tiene que ser desinfectado ya que existen
una serie de microorganismos que pueden crecer en el medio de cultivo y competir con ventaja
ante el explante; una gran variedad de soluciones se ha utilizado para este fin, pero mas empleadas
son las de hipoclorito de sodio o calcio, perdxido de hidrogeno, el cloro comercial, el alcohol a
diferentes porcentajes. La seleccion y la concentracidn depende de las caracteristicas del explante
0 por lo general se establecen experimentalmente por prueba y error, de los explantes
seleccionados y previamente desinfectados, se procede a la induccion en el medio de cultivo
adecuado (Roca y Mroginski, 1991, p.99).

1.2.2.2. Multiplicacion

En esta etapa todos los brotes adventicios obtenidos de los tallos inducidos (planta madre o
explante inicial) se individualizan o se multiplican, subcultivandose, para incrementar el nimero
de plantas por explante; el crecimiento también puede deberse a la division de células, aumento
de su tamafio 0 ambas situaciones, en el proceso de multiplicacién se puede generar la formacién

de callos. Es importante recalcar que esta fase puede replicarse varias veces (Jiménez-Bonilla et al.,
2018, pp. 144-159).

1.2.2.3. Enraizamiento de los brotes

El proceso de enraizamiento presenta gran relevancia ya que permite que la plantula desarrolle su
sistema radicular, lo cual facilitara el trasplante y adaptacion a condiciones ex vitro; esta etapa
implica modificar la composicion nutricional del medio de cultivo, como variar la concentracion
de sales, a su vez se requiere un balance hormonal en el cual se disminuye la concentracion de
citocinas y se aumenta la concentracién de auxinas, dependiendo de la especie y variedad de
cultivo (Garcia et al., 2004, pp.30-42). Lo que se busca con este proceso es que los brotes tratados

lleguen a inducir la formacion de raices y producir plantulas completas (Roca y Mroginski, 1991,
pp.113-116).



1.2.2.4. Aclimatacion

Es en teoria la fase més dificil del proceso ya que las plantulas salen del ambiente estéril con un
medio de cultivo enriquecido a las condiciones externas (Garciaet al., 2004, pp.30-42), segun el criterio
de varios autores en primer lugar se deben lavar cuidadosamente para retirar el agar puesto que
puede ser un foco de contaminacion, seguidamente se trasplantan a recipientes con suelo estéril y
son cubiertas por fundas de polietileno, las cuales se van perforando gradualmente por 15 a 20
dias con el fin de que las plantulas se adapten paulatinamente a las condiciones del invernadero.
Finalmente se riega las plantulas con medio de cultivo diluido hasta pasar a soluciones menos
complejas (Roca y Mroginski, 1991, pp.113-116).

1.2.3. Maétodos de multiplicacion in vitro

En relacion a las técnicas que se usan para la micro propagacion in vitro estas son una
amplificacion de lo que se conoce de los métodos vegetativos tradicionales, consecuentemente
presentan varias ventajas como la disminucién de espacio para la obtencién de plantas, material
vegetal de calidad, libres de patégenos, produccion durante todo el afio, mayor tasa de
multiplicacion, menor tiempo, (Georgieva et al., 2016, pp.46-51) desarrollandose en medios de cultivo

liquido, SIT y semisolido (Azda, 2017, pp.15-16).

1.2.3.1. Convencional

El cultivo in vitro conlleva la siembra dentro de frascos de vidrio empleando como sustrato un
medio s6lido cominmente se utiliza agar, asi mismo se maneja en un ambiente artificial que
conlleva asepsia es decir ausencia de patdgenos y se controla varios factores que inciden en su

crecimiento, implica alta mano de obra (Zapata, 2014, p.56).

Figura 2-1: Propagacion in vitro convencional de plantas
Fuente: (Zapata, 2014, p.56).



1.2.3.2.SIT

Sistema de cultivo que viabiliza su empleo por la disminucion de la mano de obra, automatizacion
y reduccidn de costos de produccion, fundamentalmente se basa en que pequefias plantulas son
introducidas en frascos con las caracteristicas y los nutrientes apropiados para desarrollarse y
multiplicarse satisfactoriamente, es decir; que los explantes seleccionados se sumergen en medios
de cultivo liquidos por cortos periodos de tiempo que producen una masiva micropropagacion in
vitro (mayor niimero de plantas por unidad de area (Georgieva et al., 2016, pp.46-51). Siendo asi el
principio de funcionamiento la alternancia de periodos de sumergencia y de no sumergencia,
parecido a marea baja y marea alta, puesto que el ajuste de estos tiempos de marea es una técnica
efectiva para controlar el intercambio de gases y el desarrollo de los explantes (Werner et al., 2018,
pp.15-22).

Los recipientes utilizados en esta técnica se denominan biorreactores puesto que permiten
desarrollar todos los procesos biolégicos necesarios para efectuar la division celular, fotosintesis
y otros procesos. Proveen una eficiente transferencia de oxigeno, que conforma un sistema de
renovacion periddica de gases internamente en el frasco beneficiando el desarrollo y crecimiento
de los brotes, a su vez reduce la contaminacion microbiana (Steingroewer et al., 2013, pp.26—38). Debnath
(2017, pp.72-80) teniendo en cuenta que los explantes multiplicados y enraizados en los procesos
convencionales de micropropagacion in vitro se proliferan en un ambiente con humedad
relativamente elevada, desarrollan estomas (estructuras reguladoras de las transpiracion y perdida
de agua en la planta) que no son completamente funcionales en los descensos de humedad y por
lo tanto no logran evitar la desecacion de los explantes. Por lo mencionado anterior es que de
forma tradicional el éxito de las vitro plantas radica en la aclimatacion pero los Sistemas de
Inmersion Temporal ofrecen una gran ventaja ante esta deficiencia puesto que las plantas
propagadas por este método no requieren de la etapa de aclimatacion o es muy corta (Etienne y
Berthouly, 2002, pp.215-231); €s por ello que si se compara con los métodos de propagacion en medios
de cultivo semisolido, donde, a consecuencia de la falta de intercambio gaseoso, la transicion del

estado in vitro a ex vitro, es mayor para disminuir la tasa de mortalidad de las vitroplantas
(Arredondo, 2019, p.17).

A. Tipos de Sistemas de Inmersion Temporal

Existen varios sistemas de inmersidn temporal, los cuales difieren en base a su estructura, disefio

o intercambio de oxigeno, tales son:

¢ Sistema RITA: : consta de un recipiente de polipropileno autoclavable generalmente de 500
mL de volumen, consta de dos compartimientos separados por una bandeja con un soporte de

malla y un tubo de pléstico en el centro, el recipiente esta cerrado por una tapa tipo tornillo
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que tiene puertos externos centrales y laterales en la parte superior, estos contienen filtro de

membrana para brindar esterilidad (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.19).

Figura 3-1: Sistema de Inmersion Temporal “RITA”
Fuente: (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.19).

e Sistema Ebb-Flow: son dos recipientes interconectados, uno de los recipientes alberga a los
explantes manteniendo la humedad entre un 85-90% gracias a la espuma de poliuretano
utilizada como soporte, el otro recipiente sirve de reservorio para el medio de cultivo y es mas
pequefio que el anterior. Este sistema es mas utilizo en la acumulacion de metabolitos

secundarios en cultivos in vitro (Sinmalezay Grijalva, 2018, p.20).
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Figura 4-1: Sistema de Inmersion Temporal “Ebb-Flow”
Fuente: (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.20).

¢ Sistema Thermo-Photo-Bioreactor: consta de dos recipientes de vidrio interconectados entre
si por tubos de acero inoxidable, el recipiente superior es el contenedor del medio, este sistema
consta de una camisa reguladora de la temperatura y una fuente de luz UV ubicada en la tapa

superior. Una malla de acero inoxidable sirve como soporte para los explantes (Sinmaleza y
Grijalva, 2018, p.21).
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Figura 5-1: Sistema de Inmersién Temporal “Thermo-Photo-Bioreactor”
Fuente: (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.21).

o Sistema Rocker: son dos contenedores rectangulares de policarbonato, en su parte lateral posee
un tapon para rosca que contiene una membrana para filtro. Su funcionamiento se basa en

inclinaciones que permiten crear frentes de onda para empapar los explantes (Sinmalezay Grijalva,
2018, p.22).
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Figura 6-1: Sistema de Inmersion Temporal “Rocker”

Fuente: (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.22).

e EI SIT Twin Flaks: consiste en dos recipientes (frascos o frascos de boca ancha), que se
encuentran conectados cada uno entre si por un tubo de silicon, vidrio o plastico en forma de
U, que permite el traspaso del medio de cultivo en la frecuencia requerida (Sinmaleza y Grijalva,
2018, p.19). El frasco que contiene los explantes tiene la funcién de cdmara de cultivo, en tanto
el otro recipiente se emplea como tanque de acopio de medio. El recipiente de la cdmara de
cultivo puede contar o no con material de soporte para las plantas (perlas de vidrio, espuma de
poliuretano, tamices) en su parte inferior. Cada recipiente esta conectado a su propia linea de
aire presurizado por un tubo, proporcionando la ventilacién adecuada al mismo tiempo que se
conecta a un compresor que suministra aire controlado por dos relojes temporizadores

independientes, junto con valvulas solenoides de tres vias (Steingroewer et al., 2013, pp.26-38).
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Figura 7-1: Sistema de Inmersién Temporal “Twin Flaks”

Fuente: (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.19).

El volumen del frasco es un factor relevante a la hora de la investigacion tal es el caso que el gran
tamafio de recipiente genera un efecto positivo en la propagacion asi pues no genera un
hacinamiento de las plantas como sucede en los recipientes utilizados en los procedimientos
convencionales, en definitiva, su tamafio ideal oscila desde 1 a 20 litros (Camposano y Ibarra, 2019,
p.9). En cuanto al medio de cultivo, el idéneo es: Woody Plant Medium (WPM) + vitaminas +
acido ascorbico (2 mg/l) + sulfato de adenina (80mg/l) + sacarosa (20 gr/l) + Dimetilaminopurina
2ip (2 mg/l) con pH de 5,50 (Ross y Castillo, 2009, pp.1-8), antes de la esterilizacion en la autoclave,
el volumen del medio liquido influye directamente en la tasa de multiplicacion méas aun cuando
los grandes volimenes conllevan a una disminucion de la tasa de multiplicacion es decir son
menos eficientes. Con relacién al ciclo de frecuencias y tiempo de inmersion para conseguir el
crecimiento o multiplicacion eficaz de los tejidos o embriones, los tiempos de exposicién cortos
de 1 min estimulan la produccién de embriones somaticos todavia cabe sefialar que se normaliza
los periodos puesto que regulan la absorcion de los nutrientes, atmosfera gaseosa y la
manifestacion de hiperhidratacion asi mismo el contacto del medio nutritivo con los explantes
minimiza el nivel de toxinas presentes por consiguiente se conservan limpias de sus exudados que
perjudican sus desarrollo. La oxigenacién esta ligada directamente con el balance nutricional,
frecuencias y tiempos de inmersion para que el SIT tienda a ser més eficiente que la propagacion
convencional la cual no provee oxigeno suficiente. EI cambio de atmdsfera en la etapa final
permite obtener una planta mas corpulenta, con mejores caracteristicas y por ende esta mejor
preparada para la etapa ex vitro de aclimatacion y enraizamiento, en definitiva, se debe al cambio
de contenido de 0, y CO,, al incrementar el nivel de CO, ,suprimir la sacarosa del medio, la
planta fotosintetiza y empieza un conjunto de procesos de apertura y cierre de estomas. La
composicion del sitio interno del frasco son las especies vegetales, medio nutritivo, etapa de
desarrollo, condiciones ambientales, tipo de frasco, presencia de gases como 0,, CO,, N, y
volatiles tales son el vapor de agua, etanol, acetaldehido y etileno (Sinmaleza y Grijalva, 2018, p.19).

En los sistemas que emplean transferencia neumatica del medio nutritivo ejecutan la ventilacion
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forzada la misma que renueva la atmosfera interna completamente, ocurriendo durante cada
inmersién de ahi que es causado directamente por el compresor que contienen concentraciones de
gases y humedad relativa que estimula la transpiracion del material vegetal e indirectamente por

el movimiento del liquido con un efecto positivo (Piedra, 2014, p.13).

B. Beneficios de los Sistemas de Inmersion Temporal

Estos sistemas no son considerados como una alternativa o reemplazo de la micropropagacion
sino, mas bien se los considera como una herramienta complementaria que presenta una serie de
puntos a favor para el cultivo in vitro, entre los cuales tenemos:

e La inmersion temporal permite que los explantes estén en contacto con el medio liquido de
forma intermitente y por cortos periodos de tiempo, permitiendo asi el contacto con toda la
superficie vegetal.

¢ No existe limitaciones con respecto al intercambio gaseoso y se logra controlar la composicion
del medio y la atmosfera de los biorreactores.

e La implementacion de estos sistemas disminuye los costos de produccién y mejora
considerablemente el coeficiente de multiplicacion.

e Aumenta el porcentaje de enraizamiento y la supervivencia de las plantas en la etapa de
aclimatacion.

e Las condiciones 6ptimas del medio de cultivo, los factores ambientales, la frecuencia 'y tiempo

de inmersion, permiten vencer las limitaciones presentadas en los procesos convencionales
(Zdfiga et al., 2009, pp.23-29).

1.2.4. Vaccinium corymbosum (Arandano azul)

Endémica de Norte América y cultivada también en otros continentes como Australia Africa,
Europa, Asia, parte de Sudaméricay Nueva Zelanda, perteneciente a la familia Ericaceas y género
Vaccinium. Los ardndanos azules son cotizados por contener gran cantidad de compuestos
fendlicos antioxidantes que son beneficiosas para la salud, ayuda a que los tejidos no envejezcan
y a la memoria, evita el deterioro visual, disminuyen el riesgo de padecer cancer, fortalece las
defensas, coadyuvante en diabetes y en infecciones de vias urinarias (EI Heraldo, 2020, parr.5), Son
conocidos también como reductores del colesterol, presentan propiedades antibidticas,
antiinflamatorias y antitromboticas (prevencion de enfermedades cardiacas, y anticoagulantes de
la sangre) (Nikolagva-Glomb et al., 2014, pp. 51-54); optimizan la salud de muchas maneras y presentan
vitaminas como la C, K, manganeso, minerales, fibras dietéticas, triterpenoides y que son

realmente beneficiosas para llevar una alimentacion saludable (Ledn, 2018, pérr.1-2).
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Fuente: (Leon, 2018, parr.1-2).

Requiere menos de 400 horas de frio, presenta fruta grande, de color azul claro, redondo que se
produce en racimos, buen sabor y presen altos rangos de grados Brix, planta vigorosa arbustiva,
de habito abierto con altura estimada de 25 a 30 cm y requiere poco manteniendo, florecimiento
prematuro lo cual presenta desventaja por la presencia de heladas. Planta robusta y productiva. Se
selecciona plantas madre que cumplan con caracteristicas de calidad de modo que se obtengan

clones con un buen genotipo (Baldomero et al., 2017, pp.138-155).

1.2.5. Arandano en el Ecuador

La calidad del fruto se ve reflejada por las condiciones climaticas de la linea equinoccial como la
luminosidad que influye directamente en los grados brix y el tamafio del fruto, una altitud de hasta
2800 metros, condiciones del medio ambiente y un clima similar durante todo el afio, lo que
permite obtener cosechas en todos los meses (lo cual no sucede en otros paises como Estados
Unidos y Chile debido a sus estaciones climaticas), siendo la Sierra y Costa las principales
regiones donde se presentan climas apropiados ya que cuentan con altas temperaturas por el dia
y bajas durante la noche, ademas la tierra del pais se caracteriza por ser muy rica en nutrientes, lo
cual no se encuentran en otros paises como Per( por ejemplo que cuenta con tierras secas. A su
vez técnicos internacionales coinciden que el ardndano del Ecuador es mas delicioso (Cérdenas,
2019, pérr.1-3).

Una planta de arandano se puede cosechar por 10 a 15 afios, donde su produccion varia
inicialmente, ya que durante el primer afio de cosecha se obtiene un kilo del fruto por planta, y va
escalando hasta el cuarto afio de produccion donde se obtiene alrededor de 3,5 kg de frutos,

cosechandose cada seis a siete meses (Gonzalez, 2018, parr.18).
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En el Ecuador existen empresas que presentan produccidn de tres toneladas y su producto se vende
en el mercado local, sin embargo, tienen miras a la exportacion a Paises Arabes su cultura aprecia

las frutas tropicales y presentan una demanda alta, Asia y Europa (Villa, 2013, p.27).

1.2.6. Mercado Internacional

Estados Unidos de América es el mayor productor de arandano en el mundo y también el
primordial consumidor.

Esta fruta es consumida regularmente en los Estados Unidos para la produccion de varios
alimentos fabricados como dulces, jugos, jaleas y mermeladas, para satisfacer su demanda per
capita de 3,6 kg/persona al afio deben a importarlo por varios periodos (Das et al., 2017, pp.650-662).
El ardndano es un arbusto perenne, su fruto posee color oscuro, azulada o rojiza, es de forma
esférica que puede variar de 1 a 2 cm de didmetro, presenta un valor nutricional alto en vitamina
C y en fibras, libre de grasas y bajo en sodio segtn la Food and Drug Administration (FDA) de
los Estados Unidos a su vez que es uno de los productos con gran cantidad de antioxidantes siendo

asi un cultivo con demanda exponencial a nivel mundial (Clegg et al., 2011, pp.335-338).

1.2.7. Multiplicacion del Ardndano

Se obtiene por semillas, hijuelos, estaquillado y micropropagacion. La técnica de multiplicacion
por semilla es la que se emplea en la investigacion de variedades nuevas. El estaquillado presenta
un éxito limitado ya que el enraizamiento es de bajo rendimiento. La técnica de mayor éxito y la
maés utilizada es la micropropagacion in vitro convencional, segun la especie y la variedad
presentando varias ventajas ya que ayuda a las plantas a que tengan una mayor tendencia a la
brotacién lateral, lo que incremente potencialmente su productividad y el material vegetal esta

libre de enfermedades no obstante el principal inconveniente es su coste elevado (Villa, 2013, p.27).

1.2.8. Vermicompostaje

El un proceso de biooxidacion, degradacion y estabilizacion de la materia organica intervenida
por la accion combinada de lombrices y microorganismos bajo condiciones aerobias y mesdfilas,
con el que se obtiene un producto final estabilizado denominado vermicompost. Este producto es
un fertilizante organico bio-regular de color negruzco, homogéneo y con olor a mantillo del

bosque que tiene la capacidad de actuar como corrector del suelo (Villegas y Canepa, 2017, pp.394).
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Figura 9-1: Vermicompostaje
Fuente: (Delegacion del Medio Ambiente y Servicios de la Ciudad, 2017, p.2).

La descomposicion de la materia organica se lleva a cabo de forma: directa, las lombrices se
alimentan de restos organicos y al desplazarse aumentan la porosidad, aireando el sustrato de
manera automatica. Indirecta las lombrices excretan hasta un 60% de lo que ingieren, estimulando
la microflora del suelo, ya que el material digerido es un 6ptimo microhabitat para una gran

variedad de microorganismos descomponedores del suelo (Delegacion del Medio Ambiente y Servicios
de la Ciudad, 2017, p.3).

1.2.8.1. Ventajas

e Menor empleo de mano de obra con respecto al compost tradicional, su producto se obtiene
mas rapidamente y con mayor calidad que el compost.

e Debido alaactividad de las lombrices, se mejora la estructura de los suelos, como la porosidad,
la permeabilidad y aireacion

¢ Incrementa la disponibilidad de elementos esenciales como el nitrégeno, fésforo o potasio, y,
ademas, mejora la fertilizacion, sobre todo del nitrégeno.

« Mayor cantidad de nutrientes disponibles para los cultivos posee gran concentracion de acidos

humicos y acidos falvicos (Villegas y Canepa, 2017, pp.394).
1.2.8.2. Desventajas

¢ Vigilar las condiciones de temperatura para que exista un correcto desarrollo de las lombrices.
o Al aplicar el abono al medio se deben separar las lombrices de este.
e Durante su proceso, requiere menor temperatura que el compost, por lo que puede producirse

la germinacién de semillas indeseables en los cultivos o jardines (Villegas y Canepa, 2017, pp.394).
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1.2.9. Desarrollo Sostenible

Es un concepto que viene desarrollandose desde los afios sesenta del siglo XX, en el cual se
analizan los impactos generados al medio ambiente por las actividades antropogénicas, en
especial su deterioro y el desgaste de los recursos naturales. Es por ello que La Organizacion de
las Naciones Unidas (ONU) convoca en 1972 al Congreso de Estocolmo y es ahi donde nace el
Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), organismo encargado de la
tematica ambiental alrededor del mundo teniendo en cuenta la relacion industrial de desarrollo y
sus efectos sobre el medio ambiente; por consiguiente en el informe Our Common Future (1987),
se define al desarrollo sostenible como aquel encaminado a utilizar los recursos naturales para
satisfacer nuestras necesidades pero sin comprometer el futuro y desarrollo de las generaciones
futuras. En efecto todas las teorias de este modelo de desarrollo segun (Foladori y Tommasino, 2005,
p.42), se resumen en tres grandes ejes: la sustentabilidad es exclusivamente ecoldgica,
sustentabilidad social limitada, coevolucién sociedad-naturaleza Alafia Castillo et al. (2017, pp. 91-99).
De lo anterior Garza (2007, pp.45-60), mantiene que el desarrollo sostenible se basa en una
transformacidn econémica y social, con la participacion del estado y las empresas para generar

politicas que permitan alcanzar una sustentabilidad integrada y fuerte.

1.2.10. Economia Circular

Como sefialan Alafia Castillo et al. (2017, pp. 91-99), el medio ambiente albergd a la sociedad desde los
tiempos remotos de la humanidad, la economia esta dentro de la sociedad, la cual necesita de la
interaccion de la comunidad. En consecuencia, la economia existe dentro de la sociedad y antes
dentro del medio ambiente (Alafia Castillo et al., 2017, pp. 91-99).

Es asi como en 1976 el arquitecto y economista Walter Stahel expuso en su informe de
investigacion, escrito junto con Genevieve Reday, el enfoque de una economia en bucles (o
Economia Circular) y su impacto en la generacion de empleo, competitividad econémica, ahorro
de recursos y prevencion de residuos. Por lo tanto, este concepto de aleja en grandes pasos al
modelo clasico lineal de “tomar-hacer-disponer”; mas bien es un modelo que corrige los
problemas de la linealidad que pretende que los productos, componentes y recursos mantengan
su utilidad y valor en todo momento, aplicando el reciclaje, reutilizacion, recirculacién y
reduciendo los residuos (Arroyo, 2018, pp.78-98).

En el Ecuador se ejecutan planes de participacion en el conocimiento y aplicacion de la Economia
Circular, donde el reciclaje de residuos es el pilar fundamental en la toma de conciencia de

hogares e instituciones que aplican el desarrollo sostenible.
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1.3. Bases conceptuales

Explante

Término acufiado a los tejidos vegetales cultivados in vitro, es un tejido vivo, células sueltas,
protoplastos, esporas 0 granos de polen, que es separado de su cuerpo original y posteriormente
trasplantado a un medio artificial de cultivo para su crecimiento. Su seleccién es clave para el

éxito de la micropropagacion.

In vitro en plantas

Significa cultivar material vegetal (plantas, brotes, explantes) en frascos de vidrio que representan
un ambiente artificial que brindan condiciones de asepsia para un crecimiento libre de
enfermedades, plagas o patdgenos y ademas permite el control de los factores que afectan el

desarrollo de las plantas.

Vitrificacion

Es el proceso en el cual se generan mal formaciones en las plantas, causando dificultades en el
funcionamiento de estas. Genera que las plantas sean incapaces de sobrevivir al estrés provocado

después del traspaso al medio ex vitro.

Hiperhidratacion

Es un desorden fisioldgico que presentan los tejidos vegetales cultivados en condiciones in vitro,
puede presentarse como resultado de diversas condiciones de estrés del proceso, este fenémeno
genera que las hojas de los brotes sean gruesas, alargadas, arrugadas o encrespadas, con alta

deficiencia de agua y de clorofila.

Totipotencia vegetal

La totipotencia es la potencia celular maxima, que le confiere a la célula la capacidad de dirigir
el desarrollo total de un organismo. Es el término utilizado en biologia para referirse a las células

que poseen la capacidad de dar origen a varios tipos celulares, inclusive logrando una sola célula

de estas dar origen a millones de embriones.
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Biorreactor

Es un sistema que mantiene un ambiente biol6gicamente activo, es un recipiente en el cual hay
unas condiciones controladas que permiten el desarrollo de una reaccion mediante organismos
Vivos o0 sustancias bioquimicamente activas.

Sustentable

Se refiere al equilibrio de una especie con los recursos de su entorno. Se aplica a la explotacion

de un recurso natural por debajo de su limite de renovacion, es decir sin comprometer el desarrollo

de futuras especies.
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
2.1.  Localizacion del Estudio
El presente estudio de investigacion se desarrolld en la provincia de Tungurahua, cantén Ambato,
parroquia Ficoa, en las calles Av. De los Guaytambos 650 y La Delicia (Edificio Aventubike),
donde se encuentran las instalaciones del Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales LePlant.
2.2.  Tipo de Investigacion
Por el método de investigacion mixta, segun el objetivo aplicada, segun el nivel de profundizacion

en el objeto de estudio correlacional, segin la manipulacion de variables experimental, segun el

tipo de inferencia hipotética deductiva, segun el periodo temporal transversal (Hernandez et al., 2014,
p.11; Patten y Newhart, 2017, pp.40-43).

2.3.  Disefio de la Investigacién

El disefio de la investigacion es experimental.

2.4.  Hipotesis

2.4.1. Hipotesis Nula

El Sistema de Inmersién Temporal en Biorreactores no es viable para incrementar la tasa de
multiplicacion de Vaccinium corymbosum a comparacion del proceso de micropropagacién
convencional in vitro.

2.4.2. Hipotesis de Trabajo

El Sistema de Inmersion Temporal en Biorreactores es viable para incrementar la tasa de

multiplicacion de Vaccinium corymbosum a comparacion del proceso de micropropagacion

convencional in vitro.
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2.5. Identificaciones variables

25.1. SIT-Variables Dependientes

Tasa de Velocidad de Multiplicacion
Coeficiente de Multiplicacién
Largo de los explantes

Vigorosidad

2.5.2. SIT-Variables Independientes
Frecuencia de inmersién

Volumen de medio de cultivo

Tiempo de inmersion

2.5.3. SIT-Variables Interviniente
Composicién del medio de cultivo

2.6. Poblacion de estudio

Explantes obtenidos del proceso de micropropagacién in vitro de Vaccinium corymbosum

(ar&ndano azul).

2.7. Tamafio de la muestra

En base a los requerimientos de la empresa, criterio de la supervisora de la investigacion y Gerente
de Produccion Ingeniera M.Sc. Paola Rivera juntamente con los investigadores se decidi6 utilizar
un total de 20 explantes en cada tratamiento, con el fin de garantizar un proceso efectivo de

multiplicacion y evitar la pérdida de material vegetal.
2.8.  Método de muestreo
El método de muestreo seleccionado para la investigacion es de caracter no probabilistico puesto

que la muestra se eligié basandose en la accesibilidad, criterio personal e intencional de los

investigadores juntamente con la empresa, el “Muestreo dirigido o intencional”, se determin6
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como el mas adecuado para este fin debido a que los explantes usados para la investigacién son

los méas adecuados por criterio.

2.9. Técnicas de recoleccion de datos

Mediante la siguiente tabla se evidenciara la recoleccion de datos de acuerdo con la viabilidad de

las plantas presentes en cada Sistema de Inmersién Temporal.

Tabla 1-2: Matriz de recoleccion de datos

Vigorosidad No Viables  Vitrificadas  Largo Tasa de Coeficiente de
viables de Velocidad de multiplicacion
brotes  multiplicacion
SIT #1
SIT #2
SIT #1
SIT #2

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

2.9.1. Determinacion de la Tasa de Velocidad de Multiplicacion

TVM = N° explantes finales — N° explantes introducidos

tiempo
Fuente: (Schuler et al., 2005, pp.39-50)

2.9.2. Determinacion del Coeficiente de Multiplicacion

N° brotes totales
CM

"~ N° brotes iniciales
Fuente: (Sigarroa-Rieche y Garcia-Delgado, 2011, pp.347-354).

Los datos obtenidos se procesaran en el programa estadistico RStudio y se evaluaran mediante un
andlisis de varianza (Anova) y prueba de Tuckey si se requiere.

Con el disefio experimental empleado en el protocolo de Vaccinium corymbosum (arandano azul),
se conseguira identificar que variables son mas ideales para la micropropagacion in vitro como la
variacion de la frecuencia y tiempo de inmersion, para que la planta se multiplique y se obtenga
una tasa de multiplicacion alta.

Con referencia a la recoleccion de datos cualitativos, se evidenciaran mediante una observacion

directa de los hechos, estimando su vigorosidad.
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2.9.3. Determinacion de parametros de control y calidad del compostaje

En lo que respecta al vermicompostaje, mientras se esté llevando a cabo el proceso de
descomposicion de los residuos vegetales, se realizaran controles de humedad periédicamente
mediante la prueba del pufio. Finalmente, una vez que el abono haya alcanzado la madurez, se
analizardn pardmetros como el pH, conductividad eléctrica relacion C/N, materia orgénica,

fosforo, potasio, calcio y magnesio con el fin de evaluar su calidad.

2.10. Propagacion in vitro de Vaccinium corymbosum

El material vegetal fue receptado en el laboratorio el mismo dia que se cortd en campo

2.10.1. Desinfeccion

De cada rama de arandano se retiraron las hojas sin dafiar el meristemo, seguidamente se
sumergieron en agua jabonosa y se cepillaron cuidadosamente, para cortar en segmentos de 2 cm
aproximadamente, verificando que el meristemo se encuentre en este fragmento. Los explantes se
colocaron en frascos de vidrio con agua-jabdn y se llevaron a agitacion por 20 min, una vez
terminado se enjuagaron 3 veces con agua corriente, continuamente se vertio una solucién de
cloro al 20 %, se agité por 15 min, se llevaron los frascos a la camara de flujo laminar y se

enjuagaron con agua estéril 3 veces, dejar en agua.

Figura 1-2: Proceso de Desinfeccion

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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2.10.2. Introduccion

En cédmara de flujo laminar los explantes se colocaron en servilletas y se secaron los meristemos
uno por uno, seguidamente se cortaron los extremos de los explantes que presentaban oxidacion
y se sembraron en el medio de cultivo con agar en tubos de ensayo, se sellaron con pléastico film

y se llevaron al cuarto de cultivo.

— e A -
Figura 2-2: Introduccion de Vaccinium corymbosum

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

2.11. Implementacion del SIT en Biorreactores en la empresa LePlant

Para la construccion del sistema se analizaron disefios de varios autores utilizados para el mismo
propésito y que en dichas investigaciones se recalca la importancia de perfeccionar las
condiciones de propagacion in vitro empleando biorreactores para cada especie vegetal, dicho de
otro modo, se requiere optimizar el disefio del biorreactor y las relaciones “biorreactor-medio de
cultivo-planta”.

La implementacién es de forma sencilla puesto que involucra materiales conseguidos en el
comercio nacional. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente se experimenté disefios, los

mismos que seran descritos a continuacion.

2.11.1. Biorreactores en frascos gemelos de vidrio

Para los biorreactores se utilizaron frascos de vidrio con una capacidad de 4,71, uno destinado

para los explantes y el otro para el medio de cultivo. Las perforaciones realizadas en las tapas de

24



aluminio tuvieron un diametro de 10 mm con el propdsito de instalar los tubos de vidrio para el
ingreso del aire al sistema y el transporte del medio de cultivo. Los tubos destinados para el
intercambio liquido se colocaron hasta el fondo de los frascos unos 25 cm y unos 7 cm por encima
de la tapa aproximadamente, la unién entre los dos biorreactores se realiz6 por medio de una
manguera transparente grado alimenticio de 10 mm. Para la inyeccion del aire, se utilizé la misma
manguera para enlazar los tubos de vidrio de los frascos a las electrovélvulas que controlaran el
proceso. Finalmente se coloco un filtro de jeringa en la salida del tubo de vidrio y posteriormente
se instald la manguera que se conecta al compresor el cual permitira el incremento de la presion
para el traspaso del liquido de un recipiente a otro aplicando el principio de Pascal como se

muestra en la Figura 3-2. Este proceso se lo aplicd para las dos unidades.

e ¢

Figura 3-2: Biorreactores en frascos gemelos de vidrio

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

El ajuste de las mangueras se lo hizo por medio de abrazaderas de plastico las mismas que fueron
colocadas en todas las uniones y los posibles puntos de fuga. Como soporte para los explantes se
empled una malla pléstica de 2 mm x 2mm la misma que se ubic6 unos 3 cm por encima del fondo

de los biorreactores como se indica en la Figura 4-2.

Figura 4-2: Unidn de los biorreactores de frascos gemelos

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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2.11.2. Biorreactores en frascos cuadrados para laboratorios

Basicamente se emple6 frascos cuadrados para laboratorios GL 80 con capacidad de 1000 ml,
como biorreactores albergando a los explantes y el medio de cultivo liquido, en las tapas de los
frascos se realizaron perforaciones de 10 mm de diametro donde se introdujo la manguera de
poliuretano grado alimenticio también de 10 mm, para la union de las mangueras con las tapas se
utilizo acoples de ¥ con uniones rapidas y neplos hexagonales de ¥ con el fin de evitar fugas.
Una de las mangueras se introdujo hasta el fondo del recipiente aproximadamente 17 cm, se
colocé el acople, seguido de los neplos, en la parte inferior de la tapa, mientras que la otra
manguera se introdujo unos 7 cm y la union se efectué de la misma manera que el caso anterior.
En la parte superior de la tapa se colocé nuevamente el acople de union rapida y se instal6 otro
tramo de la manguera. Este proceso se lo aplico para los dos sistemas, como se muestra en la

Figura 5-2.

Figura 5-2: Biorreactores del Sistema de Inmersion Temporal

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

Las mangueras que no llegan al fondo de los frascos son aquellas por las cuales se inyecta el aire
que proviene del compresor, aplicando el principio de Pascal que en resumen nos indica que toda
presién aplicada sobre un fluido se irradiara sobre toda la sustancia de manera uniforme (Hernandez,
2017, p.23), lo que permite que el medio de cultivo liquido que se encuentra en un recipiente pase
hacia el otro recipiente que contiene los explantes para su respectiva nutricion en un cierto periodo
y tiempo de inmersion. El paso del aire desde el compresor a una presion en un intervalo de 0.15
a 0.16 MPa hacia los biorreactores se realiza por mangueras de poliuretano de 10 mm, las cuales
estan conectadas a las electrovalvulas por medio de acoples, uniones rapidas y una Tee rapida, tal

como muestra la Figura 6-2.
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Figura 6-2: Biorreactores del SIT conectados a las electrovalvulas

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

2.11.3. Programacion y Automatizacion del SIT

LePlant adquirié un PLC (modulo ldgico programable) LOGO 8 230RC marca SIEMENS que se
emplea para automatizar pequefias aplicaciones industriales ya que cuenta con grandes
caracteristicas con relacion a hardware y software, posee un lenguaje cien por ciento grafico y
maodulos de expansion que permiten ampliar sus conexiones (Fernandez, 2017, pp.25-27); el mismo
fue instalado por un Ing. Eléctrico empleando el programa logosoft 8. Esencialmente los
controladores de tiempo (timers) son los encargados de activar y desactivar las electrovalvulas
solenoides que controlan la realizacion de un ciclo de inmersion completo. Uno de los timers es
programado para abrir una de las valvulas permitiendo que el aire ingrese a uno de los recipientes
y tras alcanzar el tiempo de inmersion determinado, la valvula se cierre, facilitando el traslado del
medio de cultivo de un frasco a otro, relocalizandose al dia las veces que se lo requiera. La

programacién se muestra en las Figuras 7-2 y 8-2.

Figura 7-2: Programacion st Figura 8-2: Programacion SIT 2
TH tiempo de inmersion TH tiempo de inmersion
TL frecuencia de inmersion TL frecuencia de inmersion

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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La programacion para el Sistema de Inmersion Temporal en Biorreactores dentro de la empresa

LePlant se especifica a detalle en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Matriz de programacion del Proceso

SIT1 SIT?2
Tiempo de Inmersion 1 min 3 min
Frecuencia de Inmersion 4h 6 h
Total, de Inmersiones al dia | 6 inmersiones 4 inmersiones

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

2.12. Desinfeccion y Esterilizacion del SIT en Biorreactores

Inicialmente se realizaron los lavados de los biorreactores con una solucién 5% de cloro (2000
ml de H,O y 100 ml de CI comercial) ya que es capaz de dafar los componentes celulares de los
microorganismos, posteriormente se inyecto esta solucidn por las mangueras con la ayuda de una
jeringuilla de 10 ml, cada lavado se efectud por tres ocasiones con el objetivo de realizar la
desinfeccion de forma dptima. En segunda instancia se enjuago los frascos y las mangueras con
agua, de igual forma con tres repeticiones para quitar los residuos de cloro como se indica en las

figuras.

/ \ Y

Figura 10-2: Desinfeccion SIT

Figura 9-2: Desinfeccion SI 1

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

La esterilizacién consistié Unicamente en que una vez desinfectados los recipientes se colocd el
medio de cultivo dentro de ellos, se selld las tapas y se empaqueté utilizando papel Kraft. Por

altimo, se autoclavo con las siguientes condiciones: temperatura de 121 °C y presion de 15 PSI.
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2.13. Pruebas de contaminacion

Una vez llevada a cabo la desinfeccion-esterilizacion y con el objetivo de evitar cualquier tipo de
proliferacién de microorganismos perjudiciales para el cultivo in vitro se realizaron pruebas por
tres ocasiones y el tiempo estimado de prueba fue de 5 dias. La primera prueba, se prepard un
medio de prueba de 300 ml que contenia sacarosa (azlcar de mesa), Medio basal Murashige &
Skoog (MS), y agua destilada, se vertid el liquido en los biorreactores gemelos de vidrio y se
procedié a armar el sistema conectando las mangueras trasparentes de grado alimenticio a las
electrovélvulas y se encendio el sistema. En los mismos frascos se realizaron dos pruebas de
contaminacion con el medio de cultivo definitivo para Vaccinium corymbosum, por un periodo

igual de tiempo. La figura presentada a continuacion muestra el proceso descrito anteriormente.

-
Figura 11-2: Pruebas de contaminacién en los biorreactores gemelos

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

Por otro lado, en los frascos cuadrados para laboratorio se efectuaron tres pruebas, una con el
medio de cultivo ensayo y dos con el medio de cultivo definitivo; el procedimiento a seguir fue

el mismo que se aplico para los biorreactores gemelos como se muestra en la Figura 12-2.

b |

Figura 12-2: Pruebas de contaminacion en los biorreactores cuadrados GL 80

\‘

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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2.14. Seleccién del material vegetal

Los explantes que se utilizaron para la presente investigacion en la técnica de inmersion temporal
en biorreactores, se seleccionaron del material vegetal in vitro convencional de la empresa
LePlant, “Vaccinium corymbosum fase de multiplicacion”. Se aislo la muestra necesaria en la

camara de flujo laminar, siguiendo el protocolo establecido como publica en la siguiente figura.

Figura 13-2: Seleccion de expants

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

2.15. Preparacion del medio de cultivo definitivo

Como se sugiere en el marco tedrico, se procedié a preparar el medio de cultivo idoneo para este
proceso, siguiendo los protocolos establecidos ya en la empresa. Esencialmente el medio
contiene: Woody Plant Medium ( WPM) + vitaminas + acido ascorbico (2 mg/l) + sulfato de
adenina (80mg/I) + sacarosa (20 gr/l) + Dimetilaminopurina 2ip (2 mg/l); para el pesaje se utiliz6
una balanza analitica perfectamente calibrada y tarada, seguidamente con la ayuda del agitador
magnético se mezclé todos los componentes con agua destilada y se afor6 al volumen requerido,
finalmente se ajustdé el pH a 5,50 (utilizando &cido sulfurico e hidroxido de sodio como
reguladores). Una vez ajustado el pH se vertié el medio de cultivo en los biorreactores y se

esterilizd en el autoclave a una temperatura de 121 °C y presion de 15 PSI.

Figura 14-2: Preparacion del medio de cultivo

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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2.16. Siembra de los explantes en los Biorreactores

Una vez realizadas las pruebas de contaminacion se procedio a llevar los sistemas al cuarto de
siembra, especificamente a las cAmaras de flujo laminar, las cuales previamente se expusieron a
20 minde luz UV, una vez trascurrido este tiempo en cada biorreactor con la base (malla plastica),
se colocaron 20 unidades bioldgicas, en condiciones asépticas con la ayuda de instrumentos como
pinzas, bisturis y placas Petri previamente autoclavados y flameados, por ultimo se cerraron los

biorreactores y se los llevé al cuarto de crecimiento para ajustarlo a las valvulas solenoides.
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Figura 15-2: Siembra de los explantes en los biorreactores

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

2.17. Puesta en marcha del proceso

Una vez que los explantes fueron sembrados en los biorreactores y estos se conectaron al sistema
de valvulas, se procedié a encender el médulo l6gico que controlara los tiempos y frecuencias de
inmersion en los dos sistemas de inmersion temporal.

2.18. Elaboracion del Vermicompostaje

2.18.1. Construccién de las cajas de compostaje

Estas cajas se las construyeron con madera en dimensiones de 40x60 cm, con el fin de que sean
sutiles y adecuadas para el proceso; como base se colocd una malla plastica de 9mm la misma
gue se sujet6 con grapas.
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2.18.2. Recoleccion del material

El material para las camas de las lombrices fue totalmente reciclado ya que se utilizé papel
periddico, bolsas de té obtenidas de residuos domésticos, aserrin de un aserradero conocido y
hojas secas recolectadas de parques aledafios a la empresa.

En cuanto a las lombrices, estas se obtuvieron de forma libre del “Centro de Investigacion e
Innovacion Tecnologica Agropecuaria de Tungurahua” ubicada en el canton Pillaro, las cuales ya
se encontraban realizando el proceso de vermicultura. Finalmente, los residuos de la empresa se
recolectaron en recipientes de plastico los mismos que contenian agar, restos minusculos de
plantas y en esencia el material vegetal desechado del proceso. La Figura 16-2 muestra que los

residuos fueron picados a un tamafio adecuado para facilitar el proceso de degradacion.

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

2.18.3. Montaje de las cajas de compostaje

En primer lugar, se situd la caja sobre las bases de ladrillos y se procedid a poner la primera capa
de tres hojas de papel periddico humedecido, seguido de esto se coloc6 una mezcla de papel
periodico rasgado, aserrin y las bolsas de té abiertas, se utilizd estos materiales de préstamo ya
que no generan fermentacion y ayudan a tener una mezcla mas esponjosa y posee mejor

oxigenacion. La Figura 17-2 muestra el proceso.

> . B ‘ D o
Figura 17-2: Preparacion de la cama para las lombrices

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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Con el fin de que las lombrices se adapten a su nuevo ecosistema se las dejo Unicamente en la
cama preparada por un periodo de cinco dias. Transcurrido este tiempo se procedio a realizar el

proceso de alimentacion, el cual consistio en colocar todos los residuos vegetales colectados.

Figura 18-2: Incorporacion de los residuos vegetales al proceso

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

Por altimo, se colocé una bandeja pléstica de aproximadamente las mismas dimensiones de las

cajas de madera para la recoleccion de los lixiviados generados en el proceso de vermicompostaje.

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.
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CAPITULO 111
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Introduccién de Vaccinium corymbosum
De las estacas con su respectivo meristemo, se obtuvieron brotes laterales, los cuales se utilizaron

para la fase de multiplicacion empleando la técnica de Inmersién Temporal en Biorreactores. La
siguiente figura muestra el proceso.

Figura 1-3: Proceso de Introduccién de Vaccinium corymbosum

A. Lavados del material vegetal. B. Desinfeccion de
las estacas en el agitador. C. Enjuagues del material
en la camara de flujo laminar. D. Introduccion del

material vegetal en el medio de cultivo.

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

3.2.  Implementacion del SIT en Biorreactores en la empresa LePlant

Una vez concluidas las pruebas en los Biorreactores en frascos gemelos de vidrio y en los

Biorreactores en frascos cuadrados para laboratorio GL 80, se determiné que el méas adecuado

para el proceso es el segundo sistema puesto que presentd una serie de ventajas en contraste con

el primero.

¢ Biorreactores en frascos gemelos de vidrio: una vez puesta en marcha la inyeccion de aire se
produjo fugas en el sistema debido a la elevada presion que se requeria para el traslado del
medio de cultivo de un frasco a, ocasionando que las mangueras explotaran. Por otra parte, se
evidencié problemas de contaminacion ocasionados por las tapas de aluminio ya que estas al
entrar en contacto con el aire generaron 6xido, el cual afect6 el medio de cultivo haciendo que

se torne turbio; el utilizar filtros de jeringa gener6 taponamiento en el sistema impidiendo la
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circulacion del aire. Todos estos parametros provocaron la ineficiencia de este sistema

descartandolo para las pruebas con las unidades biol6dgicas, como se muestra en la Figura 1-3.

Figura 2-3: Impleméntacién del SIT en los frascos gemelos de vidrio
A. Vista general del sistema en frascos gemelos de vidrio
conectado. B. Generacién de éxido en las tapas de
aluminio. C. y D. Contaminacion de los medios de cultivo

(Alimento | y Alimento II).

Realizado por: Goyes Janina y Rojas Yanira, 2021.

e Biorreactores en frascos cuadrados para laboratorio GL 80: como se menciond anteriormente
este sistema fue superior ya que, en primer lugar, al ser de vidrio de borosilicato resisten
temperaturas de hasta 140°C favorable para el proceso de autoclavado, las tapas de
polipropileno fueron ideales para evitar la contaminacion y la generacion de Oxido,
garantizando el cierre hermético. Segun lo mencionado por Camposano y Ibarra (2019, p.9) el
tamario ideal oscila entre 1 a 20 litros, encontrandose dentro de este rango, al emplear los
frascos de 1000 ml, la manipulacion de los mismos fue mas practica y a su vez la presion
requerida para la transferencia del liquido fue mucho menor que en el primer sistema. El uso
de acoples, uniones rapidas y neplos elimind la posibilidad de que se produzcan fugas tanto de
aire como de medio de cultivo y finalmente al utilizar la manguera de poliuretano grado
alimenticio se brindé mayor resistencia a explosiones del sistema. Estos puntos a favor fueron

los determinantes para elegir este como el ideal para los ensayos con los explantes.
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Implementacion del SIT en los frascos cuadrados GL 80

Figura 3-3:
A. Uniones rapidas, acoples y neplos de %. B. Medios de
cultivo sin presencia de contaminacion (Alimento |y
Alimento Il). C. Vista general del sistema en frascos

cuadrados para laboratorio GL 80 conectado.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

3.3. Pruebas de contaminacion

Tabla 1-3: Matriz de las pruebas de contaminacion realizadas en los SIT de frascos gemelos de
vidrio

SIT N° de Prueba Sin Contaminacion Contaminacion
SIT#1
SIT#1
SIT#1
SIT#2
SIT#2

SIT #2 3 X
Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

NP WN P~
x

Una vez transcurrido el periodo estimado de cinco dias para la proliferacion de cualquier tipo de
contaminacién por microorganismos, se determiné que el Sistema de Inmersion Temporal nimero
uno presento rastros de contaminacion en las tres ocasiones, mientras que el Sistema de Inmersion
Temporal nimero dos no presentd contaminacion en el primer ensayo, sin embargo, en las dos
Gltimas pruebas, se present6 este fendémeno. Como se denotd anteriormente esta contaminacion
se generd debido a varios factores como las fugas de aire y medio de cultivo, la explosion de
mangueras por la elevada presion y el 6xido generado por las tapas de aluminio. Hay que tener
en cuenta que los dos primeros ensayos fueron realizados con el medio de cultivo prueba y el

ultimo se lo realiz6 con el medio de cultivo definitivo.
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Tabla 2-3: Matriz de las pruebas de contaminacion realizadas en los SIT de frascos cuadrados
para laboratorio GL 80

SIT N° de Prueba Sin Contaminacion Contaminacion
SIT#1
SIT#1
SIT#1
SIT #2
SIT #2
SIT #2 3

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

N, WN P~
X X X X X X

Se realizaron tres ensayos de contaminacién, una con el medio de cultivo de pruebay dos con el
medio de cultivo definitivo obteniendo resultados positivos, debido a las caracteristicas de cierre
hermético que facilitan el empleo de dichos frascos y la inexistencia de fugas, evitando la

presencia de contaminacién en los dos Sistemas de Inmersion Temporal y en sus repeticiones.
3.4.  Fase de Experimentacién
Previamente a la aplicacion de los diferentes tratamientos se realizé un andlisis de estadistica

descriptiva de los explantes a utilizar en los biorreactores para lo cual se consider6 la longitud
inicial de los mismos.

Longitud inicial

3.3

w
Q
[ ]
f ]
0

Longitud (em)

N
Q3

24

Muestra E Muestra para tratamiento 1 EI Muestra para tratamiento 2

Gréfico 1-3: Gréfico de cajas de la Longitud inicial de los explantes
Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Tabla 3-3: Matriz de estadisticos

Estadistico Muestra 1 Muestra 2
Ne 60.0000 60.0000
Media 3.1017 2.9402
Desviacion Estandar 0.2347 0.2107
Mediana 3.1000 2.9000
Minimo 2.5000 2.4000
Méximo 3.5000 3.4000
Rango 1.0000 1.0000
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Asimetria -0.3523 -0.0152
Curtosis -0.4189 0.0258
Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Es claro como se muestra en el grafico que los promedios de la longitud inicial de las unidades
bioldgicas a las que se les aplicara los distintos tratamientos son aproximadamente similares, al
igual que las varianzas, garantizando de esta forma que la longitud de los explantes no afecte los
resultados. Es importante destacar que toda esta informacién esta recopilada aleatoriamente
garantizando la independencia de cada variable.

De acuerdo a los datos expuestos en los Anexos B, C y D sobre los ensayos biol6gicos en el
biorreactor uno (SIT #1), con caracteristicas de 250 ml de medio de cultivo, tiempo de inmersion
de 1 miny frecuencia de inmersion cada 4 horas se identificaron que los explantes al cabo de los
25 dias presentaron una longitud media final de 7.1 cm para el primer ensayo, 6.8 cm
correspondiente al segundo ensayo y finalmente 7.2 para el tercer intento, un total de plantulas
viables de 68.02, 66,63 y 69,52 para el primer, segundo y tercer ensayo respectivamente, las
cuales cuentan con 8 nudos cada una, formacion de brotes laterales, mostrando signos de
crecimiento en el ciclo establecido, no se visualizaron plantulas vitrificadas ni oxidadas, por lo
tanto el total de plantulas son viables, dando una influencia positiva al coeficiente de
multiplicacion (CM) con valores de 3.4 para el primer ensayo, 3,33 para el segundo ensayo y
3,47 para el Gltimo ensayo y una tasa de velocidad de multiplicacion (TVM) de 1.92 explantes/dia
perteneciente al primer intento, 1,865 explantes/dia dato del segundo intento y finalmente 1,98

plantas/dia del tercer intento.

Figura 4-3: Resultados del Sistema de Inmersion emporal 1

A. Extraccion de las unidades bioldgicas en la
camara de flujo laminar B. Unidades bioldgicas
con presencia de brotes C. Explantes antes de
iniciar el ciclo en el SIT #1 D. Unidades
bioldgicas una vez finalizado el ciclo de 25 dias

en el SIT #1.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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En base a los datos enunciados en los Anexos E, F y G sobre la experimentacion en el biorreactor
con el tratamiento dos (SIT #2), para el cual se utilizé un volumen de 300 ml de medio de cultivo
y un tiempo de inmersién de 3min con una frecuencia de 6 horas, se determin6 que los explantes
una vez terminado el ciclo de experimentacion de 25 dias presentaron una longitud media final
para el primer ensayo de 6.3 cm, 6 cm para el segundo intento y 6.2 cm para el dltimo, un total de
plantulas presentes de 39.81 para el primer intento, para el segundo intento un dato de 38,93 y
para el tercer intento un total de 40,19; en cuento a la formacion de nuevos brotes y brotes laterales
fue un poco escaza. Por otro lado, no existié problemas de vitrificacion ni oxidacion en las
unidades biol6dgicas por lo que las mismas siguen siendo viables, pese a esto, en los ensayos se
obtuvieron coeficientes de multiplicacion (CM) de 1.9905,1.9465 y 2.0095 para el primer,
segundo Y tercer intento correspondiente y una tasa de velocidad de multiplicacion (TVM) de
0.7924 explantes/dia del primer ensayo, 0.7572 explantes/dia referente al segundo y 0.8076

explantes/dia del tercer intento, siendo significativamente menor en cuanto al tratamiento uno.

r 5-3: esultados del Sistemas de Inmersion Temporal 2
A. Extraccion de las unidades bioldgicas en la
camara de flujo laminar B. Unidades biolégicas
multiplicadas C. Explantes antes de iniciar el ciclo
en el SIT #2 D. Unidades bioldgicas una vez
finalizado el ciclo de 25 dias en el SIT #2.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Segun lo expuesto por Sanchez y Daquinta (2010, pp.1-5), Se menciona que los tiempos de inmersion
cortos provocan expansion en los tejidos y facilita un mayor contacto de estos con el medio de
cultivo ya que la difusién de gases, renovandose asi el ambiente gaseoso, a su vez las plantulas
presentan una capa superficial de medio de cultivo en estado liquido, el mismo que no les permite
deshidratarse, concordando con lo expuesto por Cardenas (2015, p.110), en su investigacion se
reafirma que la frecuencia de inmersidn es un parametro relevante que se debe tomar en cuenta

ya que determina la renovacion sistematica de la atmosfera dentro del biorreactor, por otro lado
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el estudio de McAlister et al. (2005, pp. 347-358) concuerda con lo expuesto en el presente trabajo,

dando asi que cada 4 horas se logré un mejor suministro de nutrientes, y una mejor atmdsfera

interna del recipiente, lo que contribuy6 a conseguir explantes de mayor calidad e influenciaron

de manera positiva en los datos obtenidos de la multiplicacion de brotes a diferencia con la

frecuencia de inmersion cada 6 horas correspondientes al SIT 2.

3.5.

A. En contacto con el medio de cultivo. B.

Proceso de inmersion temporal y difusién de

gases.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Anadlisis Estadistico

Tabla 4-3: Matriz de resultados obtenidos en los tres ensayos en la fase de multiplicacion de los

SIT#1
SIT #2
SIT#1
SIT #2
SIT#1
SIT #2

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Sistemas de Inmersién Temporal en un ciclo de 25 dias

Vigorosidad No

Buena
Media
Buena
Mala

Buena
Media

viables

O O O oo

0

Viables

68.02
39.81
66.63
38.93
69.52
40.19

Vitrificadas

O OO o oo

Largo
de

brotes

7.1

6.3

6.8

6

7.2

6.2

Tasa de
Velocidad de
multiplicacion
1.9208
0.7924
1.865
0.7572
1.9808
0.8076

Coeficiente
de
multiplicacion

3.401
1.9905
3.33125
1.9465
3.476
2.0095

En cuanto al analisis estadistico se aplico un disefio completamente al azar a cada variable

dependiente en estudio, los tratamientos son los mismos para cada variable.

e Variables respuesta: Nimero de explantes y Longitud Final

e Factor: Frecuencia-Volumen-Tiempo

e Tratamientos:

Tratamiento 1: Frecuencia: 1 minuto, volumen: 250 ml, tiempo: 4 horas

Tratamiento 2: Frecuencia 3 minutos, volumen: 300 ml, tiempo: 6 horas

e Unidades experimentales: 120



3.5.1.

Donde:

Modelo Estadistico

Yij=,u+'l'i+8ij

Y;; es la j-ésima planta medida en una variable con el i-ésimo tratamiento. u Promedio global de

la variable z; efecto del i-ésimo tratamiento ¢;; es el error atribuible a la medicion Y;;.

3.5.2. Comparacion de las variables respuesta y los tratamientos
Histograma de frecuencias
Longitud (cm) Numero

30
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E
[=]
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@
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Variable . Longitud Final I:l Numero de explantes

Gréfico 2-3: Histograma de Frecuencias de la comparacion de variables respuestas y tratamientos

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Tabla 5-3: Matriz de variables respuesta

Estadistico NUmero de explantes Longitud Final
N° 120.0000 120.0000
Media 2.6850 6.7767
Desviacion Estandar 1.2067 0.3502
Mediana 2.5000 6.8000

Minimo 1.0000 5.9000
Méximo 7.0000 7.6000

Rango 6.0000 1.7000
Asimetria 0.9417 0.1314
Curtosis 0.8132 -0.5321

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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3.5.2.1. Variable respuesta Longitud Final

Se tiene un promedio de 6.78 cm del total de la muestra con una desviacion estandar de 0.35 cm
lo que nos indica poca variabilidad, la mediana es muy cercana a la media, un minimo de 5.9 cm
y un maximo de 7.6 cm, segun el histograma de frecuencias existe mayor proporcion de

informacion entre 6.25 y 7.25, esta muestra parece ser simétrica.

3.5.2.2. Variable respuesta Nimero de explantes

Se tiene un promedio de 2.68 de nimero de explantes del total de la muestra con una desviacion
estandar de 1.21 lo que nos indica poca variabilidad, la mediana es muy cercana a la media, un
minimo de 1 y un méaximo de 7, segln el histograma de frecuencias existe mayor proporcion de

informacion entre 1y 3, esta muestra tiene sesgo a la derecha.

Comparacion de los tratamientos

Longitud Final (cm) Numero de explantes
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Gréfico 3-3: Gréfico de cajas de la Comparacion de los tratamientos

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Graficamente es claro que el Tratamiento 1 esta dando mejores resultados en las dos variables
respuesta, existen unos pocos datos atipicos, pero no se encuentran muy lejanos por lo que se los

asocia a los factores de ruido y se continlia con la investigacion.
3.5.3.  ANOVA para el Namero de Explantes

Planteamiento de la hipotesis
{H01#1 )
Hytpg # p
Nivel de significancia: « = 0.05
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Tabla 6-3:; Matriz ANOVA tebrica

Fuente de Suma de cuadrados Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad Libertad Medio
Tratamientos SCrrat k-1 CMypqt CMrprqt P(F > Fp)
_ k YLZ y“2 — SCTrat CME
~ Lujin; N k—1
Error SCz = SCr — SCrrar N—k SCg
CME =
N -k
Total SCr N-1
k n; 2
= Y2
ZL:1 Zj:l Y
YZ
N
Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
Tabla 7-3: Matriz de resultados para el ANOVA del Numero de Explantes
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad cuadrados Libertad Medio
Tratamientos 61.827 1 61.827 65.459 5.954e-13
Error 111.453 118 0.945
Total 173.28 119

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Con un p-valor menor al nivel de significancia Se rechaza la hip6tesis nula y se concluye que con
un nivel de confianza del 95% se tiene suficiente evidencia estadistica para afirmar que los

promedios de los tratamientos son diferentes.
3.5.4. ANOVA para la Longitud Final
Planteamiento de la hipotesis

{HO::Ul = Uz
Hy:py # pp

Nivel de significancia: « = 0.05

Tabla 8-3: Matriz de resultados para el ANOVA de la Longitud Final

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad cuadrados Libertad Medio

Tratamientos 7.8030 1 7.8030 135.57 2.2e-16
Error 6.7917 118 0.0576

Total 14.5947 119

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Con un p-valor menor al nivel de significancia Se rechaza la hip6tesis nula y se concluye que con
un nivel de confianza del 95% se tiene suficiente evidencia estadistica para afirmar que los

promedios de los tratamientos son diferentes.
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3.5.,5. Comprobacién de los Supuestos

e Supuesto de Normalidad
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Gréfico 4-3: Gréfico de la comprobacion del Supuesto de Normalidad

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Los residuos se relacionan linealmente con los cuantiles tedricos de la distribucién normal por lo
que se cumple el supuesto, solamente en numero de explantes se pude seguir observando los datos
atipicos detectados anteriormente, pero se los considera puesto que pueden afectar a que los

residuos sigan una distribucion normal.

e Supuesto de Homocedasticidad

Varianza constante Varianza constante
Numero de explantes Longitud Final
0.6
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5 ’
oD L]
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S S 0.0
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0
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- 0.6
ST SIT2 SITH SIT2
Predichos Predichos

Gréfico 5-3: Grafico de la comprobacion del Supuesto de Homocedasticidad

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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Como se muestra en el gréfico, las dos variables no presentan una gran variabilidad, casi es la
misma en ambas muestras, por lo tanto, se comprueba este supuesto, nuevamente en la variable
namero de explantes los datos atipicos afectan un poco la muestra, pero no fuera de los limites de

tolerancia para esta investigacion.

3.5.6. Variables Indicadoras

Tabla 9-3: Matriz de las Variables Indicadoras

Tratamiento Largo de brotes Tasa de multiplicacion Coeficiente de multiplicacién
Tratamiento 1 7.1 1.9208 3.40100
Tratamiento 2 6.3 0.7924 1.99050
Tratamiento 1 6.8 1.8650 3.33125
Tratamiento 2 6.0 0.7572 1.94650
Tratamiento 1 7.2 1.9808 3.47600
Tratamiento 2 6.2 0.8076 2.00950

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Comparacién de los tratamientos

Coeficiente de multiplicacion Largo de brotes Tasa de multiplicacion
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Gréfico 6-3: Grafico de cajas de la comparacidn de los tratamientos

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Los resultados de esta investigacion dan evidencia suficiente para concluir que, en las variables
indicadoras, el promedio del Tratamiento 1 es mucho mas efectivo que el Tratamiento 2 en los
tres indicadores. Se realizarda un ANOVA para cada variable para corroborar esta hipétesis.

3.5.6.1. Largo de Brotes

Tabla 10-3: Matriz de resultados para el ANOVA de la Longitud de Brotes

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad cuadrados Libertad Medio

Tratamientos 1.12667 1 1.12667 33.8 0.004357
Error 0.13333 4 0.03333

Total 1.26 5

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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3.5.6.2. Tasa de Multiplicacién

Tabla 11-3: Matriz de resultados para el ANOVA de la Tasa de Multiplicacion

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad cuadrados Libertad Medio

Tratamientos 1.93733 1 1.93733 963.31 6.421e-06
Error 0.00804 4 0.00201

Total 1.94537 5

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

3.5.6.3. Coeficiente de Multiplicacién

Tabla 12-3: Matriz de resultados para el ANOVA del Coeficiente de Multiplicacion

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fy Valor-p
variabilidad cuadrados Libertad Medio

Tratamientos 3.02709 1 3.02709 963.31 6.421e-06
Error 0.01257 4 0.00314

Total 3,03966 5

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Como se puede apreciar en cada caso se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que existe
suficiente evidencia estadistica para afirmar que el Tratamiento 1 es mas efectivo que el
Tratamiento 2.

3.5.6.4. Comprobacién de Supuestos

e Supuesto de Normalidad

QQ-plot QQ-plot QQ-plot
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Gréfico 7-3: Gréafico de comprobacién del Supuesto de Normalidad del ANOVA de las variables

indicadoras

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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Los residuos se relacionan linealmente con los cuantiles teéricos de la distribucion normal por lo

gue se cumpliria este supuesto de que los residuos sigan una distribucion normal.

e Supuesto de Homocedasticidad

Varianza constante Varianza constante Varianza constante
Numero de explantes Tasa de multiplicacion Coeficiente de multiplicacion
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Gréfico 8-3: Gréfico de comprobacion del Supuesto de Homocedasticidad del ANOVA de las

variables indicadoras

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Las variables no presenten gran variabilidad, lo que nos dice que poseen la misma en ambas
muestras, por lo tanto, se comprueba este supuesto validando una vez mas el modelo.

Una vez realizado el Andlisis estadistico y comprobando los supuestos que validan el modelo de
investigacion se determind finalmente que explantes cultivados en el primer biorreactor con
cortos tiempos de inmersion, presentaron mayor nimero de brotes axilares por explante, en
relacién a las plantulas cultivadas en el biorreactor dos, el mismo que disponia de un tiempo de
inmersién mas largo, a su vez la longitud final de los brotes fue un parametro muy notorio a la
hora de estimar los resultados, debido a que se obtuvieron con mayor longitud los cultivos del
Biorreactor nimero uno, por ende el tratamiento 1 con 250 ml, tiempo de inmersiéon 1 miny
frecuencia de inmersion de 4 horas, se destaco favorablemente en relacion al tratamiento 2 con
300 ml, tiempo de inmersion 3 min, frecuencia 6 horas, ya que condujo a una mayor tasa de
multiplicacion, siendo este resultado acorde a lo establecido por Georgieva et al. (2016, pp.46-51),
quien manifiesta que el tiempo de inmersion mas corto entre el contacto del medio con el explante
proporciona mayor exposicion de los explantes al aire, siendo este factor lo que incrementa la
eficiencia de multiplicacion de los tejidos. Concordando con Zufiga et al. (2009, pp.23-29) el cual

indica que los SIT son sistemas apropiados para la multiplicacién in vitro de arandano, ya que no
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induce a cambios en los patrones genéticos, a su vez el presente estudio coincide también con lo
eXpuesto por Calisaya y Espinoza (2014, pp.21-22) donde se menciona que se trabaje con menores
tiempos de inmersion puesto que son suficientes para la absorcion de nutrientes por toda la
superficie y no producen vitrificacion ni oxidacion en las plantulas, al contrario proporcionan una
alta tasa de multiplicacion, sin embargo cabe recalcar que la determinacion del tiempo de

inmersién puede variar para cada fase de micropropagacién tal como indica (Gontier et al., 2013,
p.329).

—_— V¥

Figura 7-3: Unidades Bioldgicas en fase de Mltilicai()

A. SIT #1 con las unidades bioldgicas en fase de
multiplicacion. B. SIT #2 con las unidades
biologicas en fase de multiplicacion. C.
Sistemas de Inmersion temporal al final del
ciclo. D. Evaluacion de los explantes en la
camara de flujo laminar una vez terminado el

ciclo de 25 dias de prueba.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

3.5.7. Vigorosidad

En cuanto a la vigorosidad y aspecto de los explantes, en lo que respecta al biorreactor con el
Tratamiento 1 present6 unidades biolégicas con gran nimero de hojas, coloracion verde, tallos
robustos, ausencia o poca presencia de callo, inexistencia de vitrificacion, necrétidos ni
malformaciones, en contraste se presenciaron brotes sanos y bien formados. Por otra parte, los
explantes sometidos al Tratamiento 2 presentaron una vigorosidad en general regular ya que no
se gener0 vitrificacion ni presencia de necrétidos y la coloracién se mantuvo verde sin embargo
el nimero de hojas y el crecimiento de nuevos brotes fue sin duda menor que en el Sistema de

Inmersion Temporal #1, a su vez la robustez de los tallos fue escaza.
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Comparacion segun la Vigorosidad
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Gréfico 9-3: Gréafico de barras de la Vigorosidad de los explantes sometidos al Tratamiento 1y

al Tratamiento 2 respectivamente

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

En el gréafico de barras podemos observar que el 50% de las unidades biol6gicas puestas a prueba
corresponden al Tratamiento 1 y el 33% de vigorosidad media y el 17% de vigorosidad mala

hacen alusion a los explantes sometidos al Tratamiento 2.

3.5.8. Tasa de Multiplicacién en Biorreactores versus el proceso convencional

Comparacion del Promedio

3.4
Resultado
1 8 - Empresa
- - N

Grafico 10-3: Grafico de barras de la comparacion de la Tasa de Multiplicacion de los Sistemas

Promedio

3
2
1

(]

de Inmersién Temporal y el proceso convencional

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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De acuerdo con el grafico y por estadistica descriptiva se afirma que la Tasa de multiplicacion de
Vaccinium corymbosum al implementar Sistemas de Inmersion Temporal es superior en
aproximadamente el doble al valor promedio obtenido en la empresa para esta especie. El
contraste de andlisis estadistico por la prueba de T-student se lo realizd para verificar si el
promedio del coeficiente de multiplicacion experimental es mayor al promedio del coeficiente de

multiplicacion de la empresa.

Planteamiento de la Hip6tesis

{HO n<18
H u>18
¢ Nivel de significancia: « = 0.05
o Estadistico de prueba:
to = %
Vn

Criterio de Rechazo

Si ty > t, se rechaza la hipotesis nula.

Por medio del software R-studio se obtiene el valor de t, > 2.919986 por lo tanto existe
suficiente evidencia para rechazar H, a favor de H; , determinando de esta forma que el promedio
de la Tasa de multiplicacién de la muestra del Biorreactor 1 es significativamente mayor al
promedio de la Tasa de Multiplicacion de la empresa. Con el propésito de validar esta conclusion

y afirmar la teoria se comprobd el supuesto de normalidad con la prueba de Shapiro Wilk.

3.5.9. Vermicompostaje

Una vez finalizado el proceso de degradacion de los residuos vegetales de la empresa LePlant y
alcanzado el periodo de maduracion de cinco meses del vermicompostaje, se procedio a la cosecha
del mismo para posteriormente realizar los analisis respectivos con el fin de evaluar su calidad.
Se procesd una muestra de 1 kg, la cual fue enviada a las instalaciones del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias - Estacion Experimental Santa Catalina - Laboratorio de Analisis
de Suelos Plantas y Aguas, en la Tabla 12-3 se muestran los parametros analizados en dicha

muestra y los valores obtenidos.

Tabla 13-3: Matriz de resultados de parametros de calidad del abono organico

N P K Ca Mg S CE Materia Carbono  pH C/N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (ms/cm) Organica Organico
(%) (%)
081 034 066 1.086 047 021 120 22.33 12.95 8.5 16.0474

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, 2021, p.1.

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.
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En lo que respecta a los nutrientes principales o macronutrientes, como nitrégeno (N), fosforo (P)
y potasio (K), los porcentajes obtenidos son relativamente bajos en comparacion a los obtenidos
por Castillo et al. (2000, pp.74-79) Y Delgado Arroyo et al. (2004, pp.83-86), esto se debe a que la presencia
de estos nutrimentos esta relacionada directamente con la naturaleza del material seleccionado,
como en el caso del nitrégeno su disminucion se debio a la desnitrificacion microbiana generada
por la humedad del agar, como sugiere Suthar (2007, pp.1231-1237), el incremento del N en el
producto final se debe a la mineralizacién de los residuos por parte de los anélidos lo cual no
ocurrié en este caso. En el caso del fosforo, al no emplear ningun tipo de estiércol se pierde una
fuente fundamental de este elemento como asegura Delgado Arroyo et al. (2004, pp.83-86); en cuanto a
los oligoelementos se obtiene un porcentaje considerable de calcio Ca, valores que concuerdan
con los obtenidos en investigaciones por Suthar (2007, pp.1231-1237), cON respecto a magnesio Mg y
azufre S los valores son regulares pero bajos en comparacion a los reportados por Durény Henriquez
(2007, pp.41-51). Segun evaluaciones descritas por Castillo et al. (2000, pp.74-79) un pH éptimo para una
enmienda organica oscila entre 6-8 siendo este ligeramente alcalino. Muchos autores como Suthar
(2007, pp.1231-1237) acuerdan una Optima relacion C/N inferior a 20 por lo que en esta
experimentacién se cumple este propoésito. Finalmente el porcentaje de materia organica MO de
22.33% y el de carbono organico de 12.95% son considerados buenos ya que se asimilan a los
obtenidos en las investigaciones de Duréan y Henriquez (2007, pp.41-51) afirmando que ayudaran en la

estructura y fertilidad del suelo al que sea agregado.
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CONCLUSIONES

Los Sistemas de Inmersion Temporal dependen directamente de la estabilizacion de una
frecuencia y tiempo inmersion especificos para cada especie, en efecto al hablar de Vaccinium
corymbosum (ardndano azul), se determiné que a menor frecuencia y tiempo de inmersion (1
min/4 horas) las unidades biol6gicas presentaron un tasa de multiplicacion de 3.402, la cual
fue superior a la obtenida en el Tratamiento 2, (3 min/6 horas), por consiguiente los explantes
presentaron buena vigorosidad, hojas de tonalidad verde, ausencia de vitrificacion y un mayor
numero de brotes ya que a menor tiempo de contacto con el medio liquido, el ambiente gaseoso
se renueva y por ende provoca expansion en los tejidos, concluyendo que el Tratamiento 1
genero un efecto positivo en la fase de multiplicacion.

Ciertamente los Sistemas de Inmersion Temporal en Biorreactores se registran como una
técnica eficiente en cuanto al proceso multiplicacion in vitro, para lo cual mediante un analisis
de estadistica descriptiva se determind que la tasa de multiplicacion de Vaccinium
corymbosum aplicando esta técnica fue superior en contraste con la tasa de multiplicacion
obtenida por el proceso convencional aplicado en la empresa LePlant, debido a que el valor en
cuestion se duplico de 1.8% a 3.4%, garantizando asi una mejor eficiencia y mayor produccién.
En relacion con lo expuesto al analisis quimico del vermicompost podemos determinar que no
es viable el emplear los residuos organicos del proceso para generar un abono debido a que
los porcentajes de los macronutrientes N, P y K (0.81, 0.34, 0.66 %), respectivamente, son
bajos por lo que no brindaria la cantidad de nutrimentos necesarios al suelo y, por tanto, a las
plantas que crezcan en él; mas no se puede obviar que los valores tanto de materia organica
MO (22.33%), carbono organico (12.95%), y la relacion C/N (16.0474), se encontraron en
niveles considerablemente buenos por lo que se optaria en utilizar este producto como
enriquecedor de sustratos y se brindaria a LePlant una solucion para el manejo de estos

residuos.
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RECOMENDACIONES

e Realizar el proceso de desinfeccion cuidadosamente y empleando la solucion de cloro Cl
adecuada tanto en los biorreactores y las mangueras, con el fin de eliminar y prevenir la
formacién de colonias bacterianas y fungicas que a futuro perjudicaran la experimentacion.

e Comprobar la viabilidad del sistema en biorreactores, teniendo en cuenta los materiales
empleados ya que el uso de ciertos productos como el aluminio pueden generar oxidacion y
las posibles fugas tanto de medio de cultivo como de aire ocasionaran problemas de
contaminacién a corto plazo.

e Trabajar con plantulas in vitro que provengan de un cultivo totalmente sano y cien por ciento
libre de patdgenos para garantizar el éxito en la experimentacién y reducir el periodo de
tiempo, dejando de lado procesos de contaminacion del proceso.

e Utilizar el producto final del proceso de vermicultura como opcién de integrado de sustratos
en la agricultura u otra linea de produccion de la empresa de cultivo de tejidos vegetales
LePlant.
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ANEXOS

ANEXO A: AVAL DE LA INVESTIGACION

4
LePlant

Tocrcmoge w Matm

Ambato 8 de diciembre de 2020
Doctor
Fausto Yaulema
Presidente de la Integracion Curricular de Titulacién y Director de Carrera de
Ingenieria Ambiental
Presente ._

Mediante la presente, tengo a bien informar en calidad de Gerente de Produccién
del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro LePlant, que las sefioritas
Yanira Nathaly Rojas Buenafio con cédula de identidad 1600468688 y Janina Ximena
Goyes Tixi con cédula de identidad 0202133252, estudiantes de la Facultad de
Ciencias, carrera de Biotecnologia Ambiental realizaran el trabajo de titulacién (tipo:
proyecto de investigacion) cuyo titulo es: ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO
PARA LA PROPAGACION in vitro DE Vaccinium corymbosum (ARANDANO AZUL)
EMPLEANDO LA TECNICA DE INMERSION TEMPORAL EN BIORREACTORES EN EL
LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES LEPLANT.

El proyecto de investigacion serd supervisado por la Gerente de Produccidn de la
empresa, la Ingeniera M.Sc., Paola Rivera, desde diciembre del 2020 hasta mayo del
2021. De igual forma la empresa LePlant se compromete a financiar el proyecto de
investigacion.

Por lo tanto otorgo el AVAL DE APROBACION para la realizacion del trabajo de
titulacion de las estudiantes anteriormente mencionadas.

Sin otro particular, saludo a usted atentamente, con las consideraciones mas
distinguidas.

Atentamente:

ﬂ. r/ﬁ?'/z .
A e ANl
]

£ '

Paola Rivera

Gerente de Produccion LePlant

mail cel

Realizado por: LePlant, 2020.



ANEXO B: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO UNO, EN LA
FASE DE MULTIPLICACION EN EL SIT 1 CON UN TIEMPO DE INMERSION
DE UN MINUTO Y FRECUENCIA DE CUATRO HORAS EN UN CICLO DE

VEINTICINCO DIAS
Recoleccién de Datos SIT #1 (250 ml) (1 min/4horas) Ensayo 1

N-de N-de Longitud Longitud  Coeficiente de Tasa de Tiempo de
Explante explantes inicial final Multiplicacion Velocidad de experimentacion
obtenidos media media Multiplicacién (dias)
(cm) (cm)
1 3 3.3 7.1 3.401 1.9208 25
2 2
3 1.63
4 7
5 3
6 4
7 3
8 4.5
9 2
10 2.13
11 25
12 6
13 3
14 4.38
15 3
16 4.63
17 3
18 25
19 4
20 2.75
Total
68.02

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.



ANEXO C: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO DOS, EN LA
FASE DE MULTIPLICACION EN EL SIT 1 CON UN TIEMPO DE INMERSION
DE TRES MINUTOS Y FRECUENCIA DE SEIS HORAS EN UN CICLO DE

Recoleccién de Datos SIT #1 (250 ml) (1 min/4horas) Ensayo 2
N-de Longitud  Longitud

N-de
Explante

0 ~NOoO O WN

N I e e I A k)
O ©WwWNOUAWNEREO

VEINTICINCO DIAS

explantes inicial final

obtenidos media media

(cm) (cm)
4 2.9 6.8

3.25
2
2.125
4.25
1.75
Total
66.63

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Coeficiente de
Multiplicacion

3.33125

Tasa

Velocidad
Multiplicacion

1.865

Tiempo de
experimentacién
(dias)

25



ANEXO D: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO TRES, EN LA
FASE DE MULTIPLICACION EN EL SIT 1 CON UN TIEMPO DE INMERSION
DE TRES MINUTOS Y FRECUENCIA DE SEIS HORAS EN UN CICLO DE

VEINTICINCO DIAS

Recoleccién de Datos SIT #1 (250 ml) (1 min/4horas) Ensayo 3

N-de N-de Longitud Longitud  Coeficiente de
Explante explantes inicial final Multiplicacion
obtenidos media media
(cm) (cm)
1 4 3.1 7.2 3.476
2 3.25
3 4.25
4 3.13
5 5
6 3.13
7 5
8 35
9 213
10 4
11 25
12 4
13 25
14 3.25
15 15
16 2.63
17 55
18 35
19 4
20 2.75
Total
69.52

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Tasa de Tiempo de
Velocidad de experimentacion
Multiplicacion (dias)

1.9808 25



ANEXO E: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FASE DE
MULTIPLICACION EN EL SIT 2 CON UN TIEMPO DE INMERSION DE
TRES MINUTOS Y FRECUENCIA DE SEIS HORAS EN UN CICLO DE

VEINTICINCO DIAS
Recoleccién de Datos SIT #2 (300 ml) (3 min / 6horas) Ensayo 1

N-de N-de Longitud Longitud Coeficiente de
Explante explantes inicial final media  Multiplicacion
obtenidos media (cm)
(cm)
1 4 3.1 6.6 1.9905
2 1.13
3 1.38
4 1.25
5 1.63
6 1.38
7 1.25
8 1.25
9 1.38
10 3
11 4
12 3.38
13 3.13
14 1.25
15 1.88
16 1.63
17 213
18 1.38
19 1.38
20 2
Total
39.81

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.

Tasa de Tiempo de
Velocidad de  experimentacion
Multiplicacién (dias)
0.7924 25



ANEXO F: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO DOS, EN LA
FASE DE MULTIPLICACION EN EL SIT 2 CON UN TIEMPO DE INMERSION
DE TRES MINUTOS Y FRECUENCIA DE SEIS HORAS EN UN CICLO DE

Recoleccién
N-de
Explante

0 ~NOoO O WN

N I e I N A R )
O ©WWNOUAWNEREO

Realizado por:

VEINTICINCO DIAS

de Datos SIT #2 (300 ml) (3 min/ 6horas) Ensayo 2
N-de Longitud  Longitud Coeficiente de
explantes inicial final Multiplicacion
obtenidos media media
(cm) (cm)
2 2.8 6.3 1.9465
2.25
1.13
25
2.13
1.13
1.25
1.25
2
1
212
1.38
2.13
3.4
2
1.63
3.13
15
2.25
2.75
Total

38.93
Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021

Tasa de Tiempo de
Velocidad de experimentacion
Multiplicacién (dias)
0.7572 25



ANEXO G

Recoleccién
N-de
Explante
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Realizado por:

: MATRIZ DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO TRES, EN LA

FASE DE MULTIPLICACION EN EL SIT 2 CON UN TIEMPO DE INMERSION
DE TRES MINUTOS Y FRECUENCIA DE SEIS HORAS EN UN CICLO DE

VEINTICINCO DIAS

de Datos SIT #2 (300 ml) (3 min/ 6horas) Ensayo 3

N-de Longitud  Longitud Coeficiente de Tasa de Tiempo de
explantes inicial final Multiplicacion Velocidad de experimentacion
obtenidos media media Multiplicacién (dias)

(cm) (cm)
3 29 6.5 2.0095 0.8076 25
3.75
2.25
1.63
1.38
2.13
1.13
1.75
1.25
2.13
1.13
2.38
2
1.88
1.38
2.63
2.13
1.63
25
2.13
Total
40.19
Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.



ANEXO H: REGISTRO FOTOGRAFICO

Disinfection de los explantes
gy

Fase de Multiplicacion de los explantes Recopilacion de resultados

Instalacion del sistema de vermicompost Proceso de descomposicion de residuos

Realizado por: Goyes, Janina y Rojas, Yanira, 2021.



ANEXO I: ANALISIS QUIMICO DEL VERMICOMPOST

MC-LASPA-2201-01

ESTACION EXPERIMENTAL SANTA CATALINA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS
Panamericana Sur Km. 1. SN Cutuglagua.

Tifs. (02) 3007284 / (02)2504240
Mail: labomono.dsagﬂap.gonec

Al

Lansen

INFORME DE ENSAYO No: 210618

elmine la informacion

Los resulados amiba indicados solo estin relacionados con el cbjeto de ensayo

NOTA DE DESCARGO: La informacidn contenica en este informe de ensayo es de caricter confidencial, esth diigido uncaments ol destinatanc de is mama y 50i0 pocrd ser usads por este. Si el lector de este Comeo electionico o fax ro s o
destrataro del mismo, 34 le notfica que cusiquer copa o datribucion de este se ancuentra totalments prohiido. Si usted ha recibido este informe ce snsayo por error, por favor notifique Inmediataments al rements por este mismo medo y

NOMBRE DEL CLIENTE: Rojas Buenafio Yanira Nathaly FECHA DE RECEPCION DE MUESTRA: 03/08/2021
PETICIONARIO: Rojas Buenafio Yanira Nathaly HORA DE RECEPCION DE MUESTRA: 1548
EMPRESAINSTITUCION: Rojas Buenafio Yanira Nathaly FECHA DE ANALISIS: 10/08/2021
DIRECCION: Avenida Alber Einstein y Torricelli FECHA DE EMISION: 13/08/2021
ANALISIS SOLICITADO: Aboro 14 PH+ CE+ MO
N N | P | K[ca|Mg|s| B | 20| cu| Fo|Mn|Ne|cr[No| CE |Humedaa| Motera |Cabono| 1 | ienificacion dela
muestra e Lo muestra
(%) | (%) | (%) [(%) | (%) | (%) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | ppen | ms/em (%) (%) (%)
2122471 | 081 | 024 | 066 |1.086] 047 | 021 1,20 233 1298 850 | 16,0474 [Muestra 1
OBSERVACIONES: Muestra entregada por of clente
9% 1ean mooRIGo
SMOAN KGO
MALGUA
LABORATORISTA RESPONSABLE DEL LABORATORIO
Este documento no puede ser reproducido ni fotal ni parciah s la aprobacidn escrits del leboratorio,
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ABSTRACT

The aim of the current research was the standardization of a protocol for the blueberry (Vaccinium
abstract_goyes_&_rojas_....
326 KB

corymbosum) in vitro propagation at LePlant company. First of all, Temporary Immersion Systems l [pe]

in Bioreactors (TIS) were used in GL 80 square laboratory flasks, in which operation and
contamination tests were carried out; then, twenty explants were put under two treatments,
Treatment 1 (1min/ 4h-250ml) and Treatment 2 (3min / 6h-300ml) during a twenty five-day period

and three biological replications. Once the multiplication rate average values were obtained with
Leda. Marlene Durén M
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Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

the use of TIS, it was possible to compare these values in a statistical way with the ones reported by
the company. At the end of the experimentation, the organic waste was put under a biological

degradation through the use of vermicompesting. Then, with the use of RStudio software, it was

possible to determine a significance level of 0.05 and a confidence of 95% regarding the Panamericana Sur Km. 1 1/2
effectiveness of Treatment 1 over Treatment 2 in terms of sprouts length, rate and multiplication Teléfonos 593 (2) 998200 Ext. 2207

coefficient, this reflects that the frequency and Immersion time are directly proportional, it was also mduran@espoch.edu.ec

concluded that the multiplication rate of 3.4 obtained in the Temporary Immersion Systems,

nal

increased approximately twice the value of 1.8 registered in the company during the conver
in vitro process. With regard to the vermicompost chemical analysis, it presented a good C/N ratio Responder Reenviar

as well as a high organic matter content, optimal for being used as substrate supplement. At the

end of the exoeril i rry in vitro, ion was. ized with
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