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RESUMEN

Las rosas son plantas perennes, lefiosas con flores grandes y coloridas, lo que
las convierte en una de las plantas mas populares y cotizadas del mundo. En
Ecuador, las rosas son una de las plantas ornamentales con mas demanda
dentro del sector floricola. Sin embargo, a pesar de su cotizacién y de su interés
comercial, las técnicas convencionales de propagacién de rosas estan
ocasionando grandes pérdidas economicas a las floricolas y dafios ambientales.
Esto debido a las plagas y enfermedades tipicas de la rosa cultivada en campo
y al gasto excesivo de recursos hidricos y energéticos en su mantenimiento.
Estas dificultades pueden ser superadas a través de técnicas de cultivo in vitro,
por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar las variables significativas
para la multiplicacion in vitro de brotes de dos variedades comerciales de Rosa
x hybrida (“minirosa” e “hibrido de t€”) con miras a un proceso de floracion in
vitro. Se desarrollaron tres etapas, que son: establecimiento de -cultivo,
identificacion de variables significativas en la multiplicacion brotes mediante un
disefio Plackett-Burman y establecimiento de un protocolo de multiplicacion de
brotes. En el establecimiento del cultivo se evalu6 distintas concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaClO) y se determind que el tratamiento de desinfeccion
mas viable es el tratamiento 3 (10% v/v de NaClO en 10 minutos) con un 50% y
63.3% de viabilidad en “minirosa” e “hibrido de té” respectivamente. En la
segunda fase se evalué el efecto de siete variables independientes (6-BAP, kin,
ANA, KNOs, KH2PO4, NH4NO3 y sacarosa) en la multiplicacion de brotes de dos
variedades de rosa mediante un disefio experimental de Plackett-Burman, y se
determiné que las variables mas significativas son el 6-bencilaminopurina (6-
BAP) y la sacarosa. Finalmente en la tercera etapa se establecié un protocolo
especifico para multiplicacién de brotes de ambas variedades de rosa, con las
dos variables mas significativas obtenidas en la segunda fase. Se determiné que
el tratamiento TA (3 mg/L de BAP + 50 g/L de sacarosa + 0.1 mg/L de ANA) fue
el mejor en cuanto a crecimiento del nimero de brotes, obteniendo un promedio

de 12.7 brotes en “minirosa” y 9.3 brotes en “hibrido de té” a los 15 dias.



ABSTRACT

Roses are perennial, woody plants with large and colorful flowers, making them
one of the most popular and listed plants in the world. In Ecuador, roses are one
of the ornamental plants with the most demand in the floricultural sector.
However, in spite of their price and commercial interest, the conventional
techniques of propagation of roses are causing great economic losses to
floriculture companies and environmental damages. This is due to the typical
pests and diseases of the rose cultivated in the field and the excessive
expenditure of water and energy resources in their maintenance. These
difficulties can be overcome through in vitro culture techniques, so the objective
of this work was to identify the significant variables for the in vitro multiplication
of shoots of two commercial varieties of Rosa x hybrida ("minirose" and "hybrid
tea") in order to an in vitro flowering process. Three stages were developed:
establishment of cultivation, identification of significant variables in the
multiplication of shoots and establishment of a protocol of multiplication of shoots.
Different concentrations of sodium hypochlorite (NaClO) were evaluated at the
establishment of the culture and the most viable disinfection treatment was
determined as treatment 3 (10% v / v NaCIO in 10 minutes) with 50% and 63.3%
of viability in "minirose” and "tea hybrid" respectively. In the second stage, the
effect of seven factors (BAP, Kin, ANA, KNOs, KH2PO4, NH4NO3 and sucrose)
was evaluated by an experimental design of Plackett-Burman. In the shoot
multiplication of two varieties of rose, being determined that the most significant
factors are 6-benzylaminopurine (6-BAP) and sucrose. Finally in the third stage
a specific protocol for shoots multiplication of both varieties of rose was
established, with the two most significant factors obtained in the second stage. It
was determined that the TA treatment (3 mg /L BAP + 50 g/ L sucrose + 0.1 mg
/ L ANA) was the best in terms of shoot number growth, obtaining an average of

12.7 shoots in "minirose" and 9.3 shoots in "tea hybrid" after 15 days.
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Capitulo I. Introduccién

1.1. Antecedentes

La rosa es una planta de origen asiatico, perenne, lefioso, del tipo arbustiva, con
tallo generalmente espinoso que alcanzan de 2 a 5 m de altura. El género Rosa
comprende mas de 200 especies silvestres y aproximadamente 4 mil variedades
que son el resultado de hibridaciones entre especies nativas derivando al
aparecimiento de nuevos cultivares de rosa. (Gostinchar, 2002, pp. 30). Se
caracteriza especialmente por sus flores que poseen gran diversidad de tonos,
colores, formas y tamafios. La rosa es la especie mas conocida, cultivada y
solicitada como flor cortada por parte de los consumidores, debido a su excelente

plasticidad.

En Ecuador, el cultivo de rosas ha tenido una gran incidencia en la economia.
Para el afio 2009, las flores representaban el 25% del total de las exportaciones
no tradicionales del Ecuador de todo el sector agricola. (Direccion de inteligencia
comercial e inversiones, 2013). De igual forma, el mercado interno de rosas
cortadas en Ecuador crece cada afo, esto debido a la preferencia de los

consumidores por esta planta para decoracion de todo tipo de ambientes.

Actualmente, las rosas comerciales son propagadas de forma asexual mediante
técnicas convencionales de cultivo in vivo, como por ejemplo por semillas,
injertos de vareta o a través de injertos de esquejes o estacas, siendo este ultimo
el método mas empleado a nivel comercial (Yong, 2004, pp. 60-69). Se ha
comprobado que esta técnica de propagacion in vivo aprovecha la capacidad de
algunas partes vegetales de reconstruir o formar érganos cuando se les
proporciona condiciones especificas (Castilla, 2005, pp. 30-32). La propagacion
sexual de las rosas se realiza para el mejoramiento genético de nuevas
variedades, a través de diversos procesos de cruzamiento y seleccion entre
especies nativas (Yong, 2004, pp. 60-69). La rosa es cultivada generalmente en
invernaderos que poseen condiciones fisicas especificas para el desarrollo de la

planta. Los invernaderos utilizados para la propagacion de rosa requieren de una



alta tecnologia; con sistemas de calefaccion, control de humedad y temperatura.
Los sustratos utilizados suelen ser inertes y estan conformados a base de perlita
con sistemas hidropénicos. El uso de estos invernaderos se justifica con el
aumento de produccién, ademas que minimiza los problemas derivados por

climas y periodos desfavorables para el cultivo de rosa. (Xotla, P, 2010).

Por otro lado, en los ultimos afios se han implementado técnicas de cultivo in
vitro para micropropagacion de variedades comerciales de rosas a partir de
tejidos u oOrganos vegetales y de esta forma solucionar algunos aspectos
negativos de la propagacion asexual en invernadero, como por ejemplo la muerte
prematura, falta de espacio y gasto excesivos de recursos hidricos y energéticos.
Existen algunos tipos de técnicas de cultivo empleadas para la micropropagacion
in vitro de rosas las cuales son: cultivo de yemas y brotes, callos y nodos.
También existen técnicas de cultivo a través de protoplastos y cultivo de
embriones pero debido a que estas técnicas presentan una mayor especificidad
y complejidad son menos utilizadas para micropropagacion in vitro de rosas
(Castilla, 2005, pp. 30-32).

Se han realizado estudios previos acerca de la micropropagacion in vitro de
rosas y el establecimiento de protocolos eficientes para producir a gran escala
cultivares de rosas. Por ejemplo en el afio 2011 se realizd una investigacion
acerca de la micropropagacion de Rosa indica con la finalidad de obtener
ejemplares libres de enfermedades tipicas de esta especie, a partir de
meristemos nodales; los autores determinaron que en un medio de multiplicacion
gue contenia sales Murashige y Skoog suplementado con 1-2.5 mg/L de 6-
Benzilaminopurina (6-BAP) y kinetina se produjo la mayor cantidad de brotes
(Hameed, N et al, 2011). Asi mismo, estudios realizados para una tesis de grado
en Guatemala en el afio 2013, se evaluo la multiplicacion y enraizamiento de
brotes in vitro, de tres cultivares de rosa con diferentes proporciones de auxinas
y citoquininas a partir de segmentos de hojas. Se determind que el mejor medio
de multiplicacion de brotes tenia una composicion de &cido 1-nalftalenacético
(ANA) en una baja concentracion y 6-Benzilaminopurina (6-BAP) en una
concentracion igual o mayor a 2.5mg/L (Portillo, 2013, pp. 45-56). La
micropropagacion de rosas usando hojas o yemas axilares y los requisitos



especificos en diferentes etapas del cultivo in vitro han sido ampliamente
estudiados, pero sin resultados evidentes respecto a la obtencion de flores in
vitro, esto debido a que no se han realizado suficientes investigaciones
orientadas a inducir la floracion in vitro de rosas. Uno de los estudios més
recientes acerca de la induccion de floracion in vitro en variedades de rosas fue
realizada en el afio 2013 en Japdén en el que se determiné las condiciones
especificas para inducir floraciéon in vitro en mini rosas rojas, empleando
sustancias como el nitrato de plata y variando concentraciones de reguladores
de crecimiento como el thidiazuron (TDZ), zeatina y nutrientes como nitrégeno,
fosforo, calcio y potasio. Se establecié también rangos de temperaturas,
fotoperiodos especificos y porcentajes de fuente de carbono en el medio de
cultivo (Zeng et al., 2013, pp. 401-409).

Por lo anteriormente mencionado, se estan implementando técnicas de cultivo in
vitro que mejoren la calidad y producciébn de las rosas, incluyendo la
multiplicacion de brotes y la obtenciéon de flores mediante establecimientos de

protocolos especificos de multiplicacion y floracion in vitro.

1.2. Problematica

En Ecuador la floricultura de rosas es una actividad econdmica de suma
importancia, debido a que es el cuarto pais productor mundial de rosas y las
rosas son el quinto producto de exportacion en los ultimos afios (Vazquez, 2016,
pp. 17). Asi mismo, en el mercado interno del pais el cultivo de rosas constituye
un importante ingreso para la floricultura. EI método mas empleado para
propagacion asexual de rosas es mediante injertos de vareta y yemas. Los
injertos de vareta son raramente utilizados para la produccion comercial de rosas
cortadas puesto que requiere de demasiado tiempo para el desarrollo de las
plantas (Duarte, A, 2015). Los injertos de yemas es el método mas utilizado a
nivel comercial .Consiste en seleccionar un injerto de una planta sana y joven
con raices denominada patron a la que se le realiza un corte debajo de un nudo
o0 una hoja y se lo entierra en un compost con nutrientes adecuados para su

crecimiento y desarrollo (Navarro y Lopez, 2011, pp. 203-211). No obstante, esta



técnica tiene algunas desventajas como la incompatibilidad que se puede
presentar en la union entre el injerto y el patron, ocasionando muertes
prematuras, poca resistencia a enfermedades, crecimiento anémalo de la planta,
obstrucciones del xilema y el floema, influyendo negativamente en el desarrollo
de la planta. (SACSA, 2010). Otro inconveniente con esta técnica es al momento
del trasplante, puesto que algunos autores mencionan que los hibridos de rosa
tienen el sistema radicular bastante débil y pueden sufrir dafios al momento de
ser trasplantados, y de esta forma ocasionar la muerte de la planta (Sallinger,
1991, pp. 228-231).

Por otra parte, las rosas propagadas mediante injertos son cultivadas en
invernaderos especializados para su desarrollo. Sin embargo, el uso de
invernaderos presenta algunos inconvenientes tanto en el ambito econémico
como ambiental. Por ejemplo: una inversion inicial alta, costos de produccion
elevados, alto nivel de capacitacion del personal, entre otras (Bouzo y Gariglio,
2009, pp. 38-45). En la parte ambiental también se presentan algunas
desventajas importantes. Los gastos de operacion de un invernadero generan
dafios al ambiente debido al uso constante de electricidad, gas, agua, pesticidas
y fungicidas. De igual forma, el sistema de riego para los cultivos genera un
desperdicio de recursos hidricos y energéticos considerable, y por dltimo el uso
de pesticidas y fungicidas provoca problemas al ambiente generando aguas
residuales (Taylor, J y Kittas, C, 2013).

Finalmente, el corto tiempo de vida de las rosas cortadas es un problema para
los consumidores, puesto que las rosas cortadas duran tan solo
aproximadamente una semana en un florero con un continuo cuidado (Schuch,
U, 2014). De igual forma, el cuidado necesario de las rosas cortadas no
compensa el trabajo y costo que genera producirlas, pues un ramo de rosas
cortadas necesita un cambio de agua y poda diaria para evitar malos olores y

marchitez.



1.3. Justificacion

Las rosas son muy cotizadas comercialmente en Ecuador tanto como para
exportacion o dentro del mercado interno del pais. Las rosas ecuatorianas se
caracterizan por ser sindnimo de calidad en el mercado a nivel mundial, esto
debido a sus llamativos colores, formas, tamafios y gran variedad de cultivares
de rosas hibridas. Es por ello que es importante desarrollar técnicas de cultivo in
vitro que puedan solucionar los problemas que se presentan con los métodos
comunes de propagacion in vivo, y sobre todo determinar cuales son las
condiciones fisicas y quimicas 6ptimas para la multiplicacion in vitro de rosas. En
este trabajo se propone identificar las variables significativas para la
micropropagacion in vitro de rosas mediante un disefio experimental de Plackett-
Burman. Para esto se determina a través de un diagrama de Pareto, que
variables tienen un mayor efecto positivo en la variable respuesta. Mediante la
identificacion de las variables mas influyentes en el nUmero de brotes de rosas,
se puede establecer y optimizar un protocolo especifico de multiplicacién in vitro

de brotes.

La micropropagacion in vitro de brotes es una técnica innovadora para
multiplicacion de rosas, solucionando en gran medida los problemas asociados
a la produccion tradicional de rosas, tales como: ahorro de recursos energéticos,
hidricos, espacio y sobre todo reduciendo la contaminacion por fertilizantes y
plaguicidas que producen los invernaderos de propagaciéon masiva actualmente.
Las ventajas mas importantes de esta técnica son: micropropagacion a gran
escala de rosas libre de enfermedades, en corto tiempo y conservando su
potencial genético y calidad sanitaria (Sri Rama et al., 2012, p. 1517-1536). Asi
mismo se puede obtener especies de rosas hibridas en cualquier época del afio;
facilita el cultivo de un gran nimero de plantas de rosas en un espacio reducido;
se pueden controlar factores ambientales y nutricionales que no se pueden
controlar en campo y se reducen los costos de produccion de labores

agronomicas en campo o invernadero (Randoux et al., 2014, pp. 457-501).



Por lo tanto, el cultivo in vitro es una alternativa tecnoldgica que permite la
propagacion clonal rapida de especies vegetales de interés que posean una baja
tasa de multiplicacion in vivo. A diferencia de las técnicas convencionales de
propagacion de rosas, el cultivo in vitro, permite la obtencién de grandes
volimenes de cultivares en un menor tiempo y también el facil manejo de las

mismas en un espacio reducido.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general:

Identificar las variables significativas para la multiplicacion in vitro de dos

variedades de rosa (Rosa x hybrida).

1.4.2. Objetivos especificos:

Desarrollar un protocolo de desinfeccion para el establecimiento de los explantes
de yemas axilares de dos especies de rosa (Rosa x hybrida).

Determinar las variables significativas para la multiplicacién de brotes de dos
variedades de rosas (Rosa x hybrida) mediante un disefio factorial Plackett-
Burman.

Establecer un protocolo especifico para la multiplicacion in vitro de dos

variedades de Rosa x hybrida.

Capitulo Il. Marco tedrico

2.1. Importancia del cultivo de rosa en Ecuador

Ecuador tiene grandes ventajas en cuanto a la produccién masiva de rosas. Esto
gracias a la diversidad de climas, suelos y su posicion geografica. Las rosas son
uno de los productos principales de exportacion de Ecuador en los ultimos afos.

A comienzos de los afios 80 se inicid el auge de exportacion de rosas en Ecuador



y desde ese entonces tienen una incidencia importante en la economia del pais,
puesto que desde el ingreso de Ecuador en el mercado internacional, la rosa es
el cuarto producto de exportacién (Clerque, 2014, pp. 21-25). Este aspecto
resulta positivo, ya que de esta forma se contribuye a la generaciéon de plazas de
empleo, desarrollo de tecnologias mas eficientes en cuanto a riego y ahorro de
recursos, ademas el beneficio social que genera en el sitio de instalacion de la

produccion.

Por otro lado, la demanda internacional cada vez es mas exigente, ya que el
mercado solicita rosas limpias, grandes, resistentes pero sin el uso excesivo de
agroquimicos como los plaguicidas o los fertilizantes quimicos (Vazquez, 2016,
p.17). Por tal motivo se buscan implementar nuevas técnicas de cultivo que

satisfagan las necesidades del consumidor.

Las rosas ecuatorianas se caracterizan por su calidad, tallos gruesos, flores
grandes y gran variedad de colores. En el afio 2010, la exportacién de rosas
cubrian el 25% de las exportaciones no tradicionales y para el afio 2015 las rosas
representaban el 80% de la exportacion de flores a paises como Estados Unidos,
Union Europea, Rusia, Canada, entre otros (Clerque, 2014, pp. 21-25).

2.2. Descripcién taxonémica y botanica del rosal
La clasificacion taxondmica de la rosa (Rosa sp) se divide de la siguiente

manera.

Tabla 1:

Clasificacion taxon6mica de la rosa

Reino Vegetal

Divisidn Espermatofitos
Subdivision Angiosperma

Clase Dicotileddnea

Orden Rosales
Familia Rosacea
Género Rosa
Especie Rosa sp.

Tomado de Yong, 2004, pp. 63.



El género Rosa comprende un gran numero de especies arbustivas con
florescencias, y es el principal representante de la familia Rosacea. Se denomina
rosa a la flor y rosal a la planta (Erazo, H, 2011). Se caracteriza por tener una
gran variedad de colores, formas y tamafios. En la actualidad la rosa es la planta
ornamental mas cultivada y solicitada como flor cortada por partes de los

consumidores. (Bale, S y Durham, R, 2011)

Se han identificado aproximadamente 100 especies silvestres de rosa que son
originarias en su mayoria de Asia y un nimero reducido de Europa, Africa y
Norteamérica. Su uso varia dependiendo de la necesidad del consumidor y son
cultivadas generalmente como plantas ornamentales por su atractivo y la
fragancia de su flor. Sin embargo también se utiliza para la extraccidon de aceites
esenciales para aéreas como perfumeria, cosmética, medicina y gastronomia.
(Bale, Sy Durham, R, 2011)

Existen también una gran variedad de cultivares de rosas que son el resultado
de procesos de cruzamiento y seleccidn entre especies silvestres, que dan lugar
al aparecimiento de nuevas variedades de rosa cada afio. Las especies
progenitoras generalmente utilizadas para la obtencion de variedades hibridas
son; Rosa multiflora, Rosa galica, Rosa arvensis, Rosa californica, Rosa
moschata y Rosa chinensis (Figura 1) (Gostinchar, 1954, pp.30). Actualmente
las variedades comerciales son cultivares hibridos de especies desaparecidas.
Los denominados “hibridos del t&” y “floribunda” son los mas utilizados para flor
cortada. (Bale, S y Durham, R, 2011)



Figura 1: Rosa chinensis

Tomado de Wikipedia, 2010.

2.3. Variedades en estudio

En este estudio se utilizaron dos variedades de Rosa x hybrida: “Hibrido de té”
y “minirosa”

2.3.1. Hibrido de té

El hibrido de té es la variedad hibrida mas cultivada y comercializada. Es el
resultado de cruzamientos entres especies silvestres como la Rosa chinensis o
la Rosa multiflora. Es el tipo mas comercial y son ideales para corte. Florecen
generalmente dos veces al afio, sin embargo cada afio se forman nuevas
variedades con tiempos de floracion més prolongados. Tienen sensibilidad al frio
y al invierno y crecen en temperaturas entre 22 a 25°C. (Figura 2). (Arzate, A., et
al, 2014)
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Figura 2: Variedad de rosa “hibrido de té .

Tomado de El Nourgarden, s.f.

2.3.2. Miniatura

La rosa miniatura (Rosa x hybrida) tiene tallos que alcanzan apenas los 30 o 40
centimetros. Tienen flores que forman ramilletes de entre 3 a 12 mini rosas
simples o dobles. Poseen hojas pequefias y florecen en verano y otofio. Cada
vez existen mas variedades rosa miniatura, puesto que sirven para decorar

interiores, como cualquier planta de casa. (Figura 3). (Arzate, A., et al, 2014)

Figura 3: Variedad de rosa “rosa miniatura”. (Rosa x hybrida).

Tomado de Plantaeflor, 2005.
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2.4. Morfologia del rosal

La familia de las Roséaceas incluye especies variadas, con tallos desde los 15
metros de altura hasta plantas trepadoras de 12 metros. El género Rosa se
caracteriza por comprender plantas en su mayoria perennes, arbustivas, con

tallos espinosos y con floracion continua (Nagar, et al, 2007, p. 321-332).

2.4.1. Raiz

La raiz del rosal se origina de la radicula del embrién hasta formar una raiz
definitiva en estado adulto. El rosal presenta una raiz principal y pequefas
ramificaciones secundarias que no alcanzan el tamafio de la raiz principal. Posee
forma pivotante al diferenciarse a simple vista la raiz principal de las secundarias
(Figura 4). (Bale, Sy Durham, R, 2011)

Figura 4: Raiz pivotante de la rosa (Rosa spp).

Tomado de Garden centerejea, s.f.
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2.4.2. Tallo

Segun Nagar, P y colaboradores (2007) los rosales presentan tallos altos y
erectos que pueden llegar a los 5 metros de altura. Poseen uno o mas tallos
principales y varios tallos secundarios que brotan de las ramas principales.
Frecuentemente son provistos de formaciones epidérmicas denominadas
‘espinas o aguijones”, que consisten en tejido sin vascularizacion que se
encuentran a lo largo del tallo del rosal. De igual manera podemos encontrar los
nudos, que son engrosamientos en donde se ubican las yemas de las cuales

brotan hojas y ramas una vez desarrolladas. (Marco, M y Martinez, R, 2015)

Las yemas son los extremos jovenes del tallo. Poseen tejido meristematico y
también hojas jovenes y primordios foliares Se clasifican segun su posicién en el
tallo y segun su funcién. (Montenegro, A, 2016) Segun su posicion se clasifican
en: yemas axilares que se encuentran en la union entre el tallo y las hojas de la
planta y se encarga de la formacién de ramas y hojas y yemas apicales que se
encuentran en el extremo de las ramas y se encarga del crecimiento vertical de
la planta. Segun su funcion se clasifican en: yemas foliares que dan lugar a la
formacion de hojas y yemas florales que dan lugar a la formacion de flores
(Figura 5) (Gostinchar, 1954, p. 25).

Figura 5: Tallo espinoso de la rosa (Rosa spp).

Tomado de Garden centerejea, s.f.
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2.4.3. Hojas

Las hojas del rosal son compuestas y estan conformadas de cinco a siete
foliolos. La superficie de las hojas del rosal depende de la especie, puesto que
algunas son brillantes y lisas y otras pueden ser rugosas con nervaduras

profundas y matificadas. (Harrison, K et al, 2005)

Tienen una forma pinnada. Son hojas imparipinnadas, por tal razon las hojas del
rosal siempre tendran un namero impar de foliolos (Nagar, et al, 2007, p. 321-
332).

La disposicion de las hojas en el tallo es alterna, es decir que las hojas no nacen
en un mismo punto del tallo, sino cada una se desarrolla independientemente en

su propio nudo (Figura 6) (Williams, H, 2013)

Figura 6: Hojas imparipinadas de la rosa (Rosa spp).

Tomado de Gardencenterejea, s.f.

2.4.4. Flores

La flor del rosal es generalmente aroméatica y se denomina rosa. Presentan flores
solitarias que son hermafroditas (Marco, M y Martinez, R, 2015). Posee un caliz
dialisépalo, corola dipétala con 5 sépalos enteros, 5 pétalos o en algunas
especies cultivadas pueden tener un numero mayor de pétalos, debido a
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trasformacion de los estambres; numerosos carpelos libres, varios estambres,
estilos terminales libres o adheridos que forman una columna estilar. Las flores
son periginias, es decir con el talamo elevado alrededor del gineceo. (Silvestre,

S y Monserrat, P, 2008). La corola de las rosas puede tener varias formas como

por ejemplo; planas, en copa, redonda, concavas, en punta, en roseta, entre
otras. (Figura 5). (Pujana, I, 2011)

¢

Figura 5: Flor de la planta del rosal (Rosa spp)

Tomado de Garden centerejea, s.f.

2.4.5. Fruto

El fruto del rosal silvestre es un pomo que se denomina “escaramujo”, y se
caracteriza por ser un fruto seco, pequefio que posee un contenido elevado de
vitaminas. Son monospermos, duros y aparecen después de la floracién de los
rosales. (Gostinchar, J, 1954) Su cubierta es de color rojo intenso brillante y

constituyen una nueva decoracién. (Figura 6) (Harrison, K et al, 2005)
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Figura 6: Fruto del rosal (Rosa spp).

Tomado de Garden centerejea, s.f.

2.6. Fisiologia del desarrollo del rosal

Los rosales son plantas que florecen continuamente. Estas floraciones varian
cada vez en cantidad y calidad de la flor, presentando diferentes periodos de
desarrollo. Las yemas apicales o las yemas situadas en la parte superior del tallo
de la planta, con frecuencia son consideradas mas reproductivas, mientras que
las yemas situadas en la base de la planta son mas vegetativas. (Espinosa, E,
2015) .El ciclo de desarrollo del rosal se cree es ilimitado, puesto que cada afio
se producen tejidos vegetativos nuevos y crecen ramas jovenes. (Bale, S y
Durham, R, 2011).

2.6.1. Etapa de desarrollo vegetativo

En el periodo vegetativo se produce la induccion de brotes mediante las yemas
axilares y también el desarrollo de la yema floral, donde las hojas y el tallo se

tornaran de un color rojizo (Tipan, 2015, p. 41-58).
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Las yemas axilares suelen tener periodos cortos o prolongados de latencia v,
para que la yema empiece a generar brotes se debe de romper ese estado de
latencia. Esto produce una disminucién casi completa de los procesos
fisioldégicos dentro de la yema que hacen que permanezca en ese estado durante
largos periodos (Tipan, 2015, p. 41-58).

Este periodo de latencia de las yemas axilares se debe a la dominancia de las
yemas apicales de la planta. La dominancia apical, segun Yong (2004, p. 62) es
una propiedad gue poseen la mayoria de las plantas en donde los ejes terminales
son mas activos biolégicamente, al presentar respuestas fisiolégicas mas
fuertes, en comparacioén a otras zonas de la planta. En las zonas apicales de la
planta existe una mayor y contintia division celular lo que genera el crecimiento
primario de las plantas, debido a esto la mayoria de nutrientes y enzimas actlan

mejor en la parte apical del tallo. (Harrison, K et al, 2005)

La dominancia apical genera una latencia en las yemas axilares, debido a la
produccion de auxinas en el tejido meristematico de la zona apical del tallo
(Espinosa, E, 2015). El estrés, cambios climaticos y la poda son factores que
pueden eliminar la dominancia apical para dar lugar a la formacion de brotes.
Segun manifiesta Pujana (2011, pp. 76), las yemas axilares son estructuras que
dan lugar a la brotacién de yemas y desarrollo del tallo. La yema axilar alberga
a un vastago joven en estado embrionario que posee tejido meristematico, el
cual se encuentra cubierto por hojas jovenes y a su vez la yema axilar esta
rodeada por hojas denominadas escamas, que son las que permiten que entre

en estado de latencia.

A medida que se vaya rompiendo el estado de latencia y se reduzca la
dominancia apical, la concentracion de auxinas en las hojas inmaduras de la
zona apical disminuira y la concentracion de citoquininas aumentara, generando
asi la brotaciéon de yemas (Yong, A, 2004, pp. 67). Un brote de yema desarrollado
tiene que tener una longitud de al menos 10 mm y estar en crecimiento
constante. (Williams, H, 2013, pp.97)
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2.6.2. Etapa del desarrollo reproductivo o floracién

En el periodo reproductivo se desarrolla el boton floral que va da lugar a la rosa,
donde las hojas y el tallo se tornaran de un color rojizo a un color verde. Cuando
la planta alcanza el estado reproductivo, los meristemos apicales del tallo dejan
de formar hojas normales y comienzan a desarrollar primordios florales. En este
proceso los meristemos apicales pasan a tener un tipo de crecimiento
determinado. Las plantas perennes como las rosas florecen varias veces,
dependiendo de la longevidad de la especie. En el rosal, generalmente la flor se

origina en el apice del vastago principal. (Esau, K, 1988, pp.76-78)

Los dérganos de la flor se originan por la division y diferenciacion de las células.
Las divisiones trasforman al primordio floral en un botén floral. En primera
instancia, el crecimiento de los sépalos y los pétalos de la rosa en su iniciacion
y desarrollo, se parece al de las hojas normales. Por ultimo la formacién de los

carpelos, dan lugar al desarrollo del gineceo. (Erazo, H, 2011)

Por otro lado, existen algunos factores que pueden ocasionar un aborto floral o
interrupcion en el desarrollo del botdn floral. Entre estos estan la especie, del
crecimiento del brote, la posicion de la yema en el tallo, desequilibrios
nutricionales, cambios ambientales, etc. Sin embargo los factores mas
importantes que influyen en que ocurra o no un aborto floral son la luz y las
hormonas. (Williams, H, 2013)

Los botones florales pasan por cuatro estadios antes de la cosecha o corte de la
rosa (Nagar et al., 2007, p. 329). Estos estadios son: Estadio “arroz” en el cual
el diametro del boton floral es igual o menor que 0,4 cm; estadio “arveja” en el
cual el diametro del boton floral esta en un rango de 0,5 a 0,7cm; estadios
“garbanzo” en el cual el diametro del botén floral se encuentra en un rango de
0,8 a 1,2 cm y estadio “rayo color”, en este estadio los sépalos se separan
ligeramente, dejando observar el color de los pétalos de la rosa (Figura 7).
(L6épez, et al., 2008, p. 98-105)
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Figura 7: Estadios de los botones florales del rosal (Rosa spp) (de izquierda a derecha):
Estadio “arroz”, estadio “arveja”, estadio “garbanzo” y estadio “rayo color”.

Tomado de Lopez, et al., 2008, p. 101.

2.7. Formas de propagacion y cultivo convencional

Las rosas se pueden propagar mediante tres formas distintas que son: 1) Por
semilla, 2) estacas o 3) injertos. Cada método tiene distinta importancia y uso

especifico.

2.7.1. Semilla

La propagacion por semilla no es tan usada por parte de los agricultores, puesto
gue su uso generalmente es para la obtencién de nuevas variedades de rosa
atreves de los procesos de cruzamientos y seleccion entre especies silvestres y
especies modernas. Este método no se usa para produccion a gran escala
debido a que las plantas obtenidas por semilla varian sus caracteristicas
genéticas. (Figura 8) (Yong, A, 2004, p.327)
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Figura 8: Método de cultivo de rosas (Rosa spp) en tierra mediante semillas.

Tomado de E Imundo, 2008.
2.7.2. Estacas

Este método de propagacion ha alcanzado bastante popularidad, debido a la
simplicidad de la técnica. Es un tipo de propagacion asexual y consiste en
separar de la planta madre un fragmento de tallo, hoja o raiz y posteriormente
se siembra en tierra en condiciones favorables, donde se inducen la formacion
de raices y de esta forma se obtiene una planta completa identifica a la
progenitora. La parte de la planta mas utilizada son los tallos, puesto que poseen
bastante tejido no diferenciador que permite la diferenciacién de las raices.
(Figura 9). (Cardenas y Navarro, 2011, p. 86-93)
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Figura 9: Método de propagacion de rosas (Rosa spp) mediante el cultivo de estacas o yemas
de la planta madre en tierra.

Tomado de El huerto20, s.f.

2.7.3. Injertos

La propagacion por injerto es el método mas usado comercialmente. Consiste
en la union de dos partes de plantas distintas para la obtencién de una nueva
planta. Este proceso se realiza insertando una yema de una planta con
cualidades seleccionadas en el tronco o “porta injertos” de otra, denominada
“patron” el cual formara las raices de la nueva planta. Se desarrollaran los
organos vegetales como flores, hojas y tallos iguales a la variedad de donde se
obtuvo la yema. (Figura 10). (Garcia, D, 2015)
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Figura 10: Método de propagacion en tierra de rosas mediante injertos de yema.

Tomado de Norfipc, 2007.

2.8. Multiplicacién in vitro

La multiplicacién in vitro es una técnica de cultivo de tejidos que induce el
crecimiento vegetativo a nivel de meristemo en condiciones asépticas,
generando una serie de cambios como el crecimiento del tallo, cambio en la
forma de las hojas, desarrollo de nuevos brotes, entre otros. La multiplicacion de
brotes comprende cambios en el desarrollo vegetativo, como la formacion de
hojas y tallos e incluso cambios en la etapa reproductiva con la formacion de
flores y semillas. (Montero, W y Jimenez, V., 2009) Para que la formacion de
yemas axilares se produzca, la planta debera generar un alto grado de reservas,
por lo que se han desarrollado mecanismos para inducir la multiplicacién de
brotes en periodos favorables para la planta. La induccion de brotes depende de
sefales internas de algunos factores como son el fotoperiodo y temperatura. Una
sefial quimica emitida por factores que inducen la multiplicacion, eleva los niveles
enddgenos en los meristemos e inhibe la biosintesis de sustancias que bloquean
la formacion de brotes. (Afanador, A, 2005, pp. 340-356)
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2.8.1. Ventajas de la multiplicacion in vitro de rosas

La ventaja principal de la multiplicacion in vitro es la obtencion de plantas de rosa
en condiciones asépticas, ahorro de recursos e incluso la obtencion de rosas
hasta su etapa de floracion. Con esta técnica se puede inducir el crecimiento de
rosas en cualquier época del afio, bajo condiciones especificas. También se
puede producir masivamente clones de cualquier variedad de rosa, en corto
tiempo conservando su potencial genético y calidad sanitaria. Esto debido a que
se puede realizar la propagacion in vitro de cualquier variedad de rosa que posea
caracteristicas deseadas y valoradas comercialmente, como su tamafio, color,
forma, entre otros, y producir clones genéticamente idénticos que conserven
todas las cualidades requeridas de la variedad (Weldt, S, 2008, p.78-98). Asi
mismo, se obtendran plantas libres de enfermedades y plagas tipicas de la rosas,
puesto que se cultivaran en condiciones asépticas. Otra ventaja importante es
que se pueden cultivar un gran namero de rosas in vitro en espacios pequefios
y también optimizar el uso de factores ambientales y nutricionales. (Bale, S 'y
Durham, R, 2011)

2.9. Factores que influyen en la multiplicacion in vitro

La multiplicacién in vitro puede ser inducida en cualquier estadio del desarrollo
de la planta, esto depende de algunos factores internos (hormonales y nutritivos)
y externos (fotoperiodo, temperatura, humedad) que se encargan de emitir
sefales a nivel meristematico con lo cual se producira la diferenciacion del
meristemo vegetativo y a largo plazo a un meristemo reproductivo, dando lugar
a la floracion de la rosa. (Cardenas y Navarro, 2011, p. 416-433). Los factores

internos y externos que inducen la multiplicacion in vitro de la rosa son:
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2.9.1. Temperatura

La temperatura es un factor interno critico para la estimulacion del crecimiento
de larosa in vitro. Muchas variedades de rosas en fase de crecimiento vegetativo
no se desarrollan correctamente sin la temperatura adecuada que generalmente
esta entre los 25 a 28°C. (Zeng, et al., 2013, p. 401-409) La temperatura Optima
de la planta depende del estado de desarrollo de la planta, ya que la planta posee
caracteristicas biolégicas especiales que le permiten establecer su sensibilidad
a la temperatura. (Portillo, G, 1999, p. 235-242)

2.9.2. Humedad

La humedad es un factor fisico que representa la cantidad de agua o de vapor
de agua que se encuentra en el interior de un cuerpo o en el ambiente. La
humedad relativa en cambio es la relacién entre la cantidad de vapor de agua
gue presenta una masa de aire y la maxima que podria alcanzar. (Cardenas y
Navarro, 2011, p.416-433). La humedad relativa es un factor fisico importante en
el cultivo in vitro de rosas, puesto que alcanza un porcentaje cercano al 100%
dentro del recipiente en condiciones in vitro. Debido a esto el potencial hidrico
entre el ambiente y el sustrato es negativo o casi cero, por lo cual no existe un
gradiente para que la planta pueda tener mecanismos de transpiracion. Es
importante mantener la humedad relativa en un porcentaje entre 60 y 80% para
gue no ocurra la hiperhidratacién de los tejidos. (Afanador, A, 2005, p. 340-356)

2.9.3. Fotoperiodo

El fotoperiodo son intervalos de luz a los que esta expuesta la planta durante el
dia. Se ha comprobado en varios estudios que la diferenciacion en los periodos
de luz influye en la formacion de yemas debido a la accion de hormonas internas
de crecimiento (Wang, G., et al, 2002, 231-242). Los foto receptores de la planta
como los fitocromos, tienen la capacidad de diferenciar entre luz y oscuridad y

también la duracion de estas fases (Krzymuski, M, 2016, pp. 76-95). Los
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fotoperiodos recomendables para el cultivo in vitro de rosas son de 16 horas luz
y 8 horas de oscuridad. (Hong Vu, N., et al, 2006, pp. 322-337)

Se ha demostrado en estudios que la sensibilidad a la luz de las plantas también
varia durante su desarrollo. Conforme avanzan hacia la madurez, las plantas
aumentan o disminuyen su sensibilidad al fotoperiodo (Wang, G., et al, 2002,
231-242).

2.9.4. Sales inorganicas

Las sales inorganicas brindan los macro y micronutrientes al medio de cultivo
donde se desarrolla la planta. Los macronutrientes se encuentran en
concentraciones altas, superiores al 0.1% de la materia seca. (Harrison, K et al,
2005) Los macronutrientes primarios son potasio, nitrégeno y fosforo y los
macronutrientes secundarios son calcio, azufre y magnesio. Las funciones de los

macronutrientes primarios en el medio de cultivo son:

El potasio en las plantas activa la enzimas necesarias para sintesis de ATP
(Adenosin trifosfato) y también brinda rigidez a los tejidos y estimula la sintesis
de carbohidratos También participa en el cierre y apertura de los estomas de las
hojas, produccién de clorofila y en el proceso osmético de la planta. El potasio
actta en conjunto con las giberelinas para la elongacion y turgencia celular. Se
ha demostrado en algunos estudios que al aumentar la concentracion de potasio

en el medio induce la floracion in vitro de rosas. (Texeira, D. , 2010)

El nitr6geno es un compuesto esencial es varias macromoléculas orgénicas de
la planta como son proteinas, clorofila, aminoacidos, enzimas, acidos nucleicos,
entre otros. Se ha visto que una nutricidon nitrogenada en la planta estimula el
crecimiento de raices, tallos, hojas, y flores. (Suarez, R, 2016). Sin embargo se
ha demostrado que altas concentraciones de nitrégeno en el medio reduce la
formacion de brotes in vitro. Por tal razon el cociente entre las concentraciones
NH4*/NOs™ es un factor importante a la hora de formular el medio de cultivo,
puesto que mientras mayor sea el cociente entre las concentraciones de

NH4*/NOs* menor serd el porcentaje de multiplicacion de brotes in vitro, asi
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mismo a menor concentracion de NH4* en el medio mayor sera el porcentaje de

multiplicacion. (Zeng, S.J., et al, 2013)

El fosforo también forma parte estructural de algunos compuestos organicos
importantes para la planta como nucleétidos, algunas proteinas y enzimas.
Forma parte de los fosfolipidos de la membrana celular y actiia como un buffer
para mantener constante el pH de la pared celular. De igual forma, el fosforo
interviene en el crecimiento, multiplicacion de brotes y en la floracidn de la planta.
(Texeira, D. , 2010)

Por otro lado los micronutrientes, denominados también oligoelementos, se
encuentran en cantidad mucho menor a los macronutrientes y no sobrepasan el
0.01% de la materia seca. Estos son: manganeso (Mn), zinc (Zn), hierro (Fe),
cloro (Cl), molibdeno (Mb), boro (B), cobre (Cu), yodo (I). Los micronutrientes
son necesarios para una adecuada actividad metabdlica de la planta (Horibe, T
y Yamada, K., 2015). Cumplen diferentes funciones en las plantas como por
ejemplo, el Mn y Fe participan en la sintesis de clorofila en el funcionamiento de
los cloroplastos. El Fe forma parte de la composicién de los citocromos y
ferredoxina. También el hierro es afiadido al medio en forma de quelato el cual
junto con el EDTA forma un anillo metalico, que en bajas concentraciones es
capaz de estimular el crecimiento vegetativo. (Cardenas-Navarro, R, 2011)El Cu
y el Zn en conjunto participan en la oxidacibn de compuestos fendlicos.
Igualmente, el Zn actda en la formacion de triptofano, un precursor del acido
indolacético (AlA) y controla la ribonucleasas lo que permite la sintesis de
proteinas en caso de estrés de la planta en el medio de cultivo. El boro participa
en la actividad meristematica de la planta y en la formacion de bases

nitrogenadas. (Wang, G., et al, 2002)

El medio de cultivo mas comunmente usado para cultivo in vitro de rosas, es el
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Anexo 1). Fue desarrollado en 1962
por los cientificos Toshio Murashige y Folkie K. Skoog los cuales realizaron
diversas investigaciones acerca de nuevos reguladores del crecimiento vegetal
in vitro. (Murashige, T y Skoog, F, 1962).
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2.9.5. Fuente de carbono

Las células de los tejidos vegetales cultivados in vitro son en su mayoria
heterotréficas, por lo que es necesario agregar carbohidratos, que actian como
fuente de energia y aumentan el potencial osmético en el medio de cultivo. La
fuente de carbono mas usada es la sacarosa en concentraciones de 2 a 4% (p/v),
debido que es el carbohidrato méas facil de metabolizar por las plantas. (Ertola,
J., et al, 2015). Los azucares en el medio de cultivo, tienen la capacidad de
estimular el crecimiento, incrementando la produccién de metabolitos. Otras
fuentes de carbono utilizadas son, la glucosa, fructuosa, lactosa y maltosa.
(Weldt, S, 2008)

Algunos investigadores han determinado que la concentracion de la fuente de
carbono en el medio influye en el crecimiento y desarrollo de la rosa in vitro. Se
establecié que los niveles de sacarosa adecuados en cuanto a la formacion de
brotes son entre 3y 5% , generando un nimero mayor de brotes mientras mayor
es la concentracion de sacarosa en el medio (Weldt, S, 2008). Sin embargo,
también se determind que concentraciones superiores a 10% pueden inhibir la
produccion de metabolitos y afectar al desarrollo de la rosa in vitro. (Ertola, J., et
al, 2015).

2.9.6. Reguladores de crecimiento vegetal

Los reguladores del crecimiento vegetal son sustancias organicas naturales o
artificiales que controlan los procesos de desarrollo y crecimiento de la plantas.
El efecto de los reguladores de crecimiento depende de algunos factores como
son de la especie vegetal, estado de desarrollo de la planta concentraciones
endogenas y exogenas del regulador y factores ambientales. Por lo tanto, no se
puede establecer una funcion de los reguladores de crecimiento vegetal en el

desarrollo de un tejido en especifico. (Salisbury, F., y Ross, C, 1994)
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Los reguladores de crecimiento mas utilizados en la multiplicacion in vitro de
rosas, se clasifican segun su estructura y funcion como: Auxinas, Citoquininas y

Giberelinas.

Las auxinas son un grupo de fitohormonas que se encargan de producir la
division y elongacion celular, al aumentar la plasticidad de la pared celular.
También promueven la dominancia apical, crecimiento de los érganos florales e
inhiben el desarrollo de yemas axilares. Las auxinas mas usadas son AlA (acido
indolacético), 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico) y ANA (acido
naftalenacetico). Para el cultivo in vitro de rosas la auxina mas utilizada es ANA,
puesto que tiene un efecto inhibitorio menor en la formacién de yemas axilares
en concentraciones bajas de 0.1 a 0.5 mg/L, ademas que es muy fuerte y estable.
(Uribe, M., et al, 2008).

Las citoquininas son reguladores de crecimiento vegetal derivados de la
adenina, que se encargan de promover la diferenciacion y division celular,
retrasa la senescencia en las hojas, inhibe la dominancia apical, activa la
formacion de yemas axilares e interviene en la formacion y desarrollo floral. Se
clasifican en sintéticas, naturales y fenilureas. La fitohormona BAP (6 bencil
adenina purina) y Kinetina son citoquininas sintéticas, la zeatina y 2-iP (N-
isopentil adenina) son naturales y el TDZ (tidiazuron) son citoquininas fenilureas.
(Uribe, M., et al, 2008).

Se han realizado estudios comparativos de la eficiencia entre dos o mas
citquininas en el cultivo in vitro de rosas. Por ejemplo en un estudio realizado por
(Careli, B., y Echeverrigaray, S, 2002) se establecié que la citoquinina BAP en
concentraciones entre 2 a 4 mg/L desarrollaron mas brotes de yemas axilares
gue con la kinetina en iguales concentraciones, en cultivares de Rosa x hybrida
y se determiné que a mayores concentraciones de BAP y kinetina en el medio
la induccion de brotes se inhibe y se activa el enraizamiento y a menores
concentraciones no se producen formacion de brotes. (Careli, B., y

Echeverrigaray, S, 2002).

A su vez, en una investigacion realizada, se determin6 que el TDZ es util para la

induccion de la floracion in vitro de rosas. La combinaciobn de TDZ en
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concentraciones de 0.5 a 1 mg/L en combinacién con concentraciones bajas de
ANA (0.1 a 0.2 mg/L) incremento a un 49% el desarrollo de flores en la variedad

de rosa Orange Parade. (Wang, G., et al, 2002).

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas tetraciclicas naturales que son
producidas en la zona apical del tallo de la planta. Sus funciones son estimular
el crecimiento y elongacion del tallo, permite que la planta pase de un estado
juvenil a un estado adulto, influyen en la floracion y promueven la germinacion
de semillas (Salisbury, F., y Ross, C, 1994). Sin embargo, en el cultivo in vitro de
rosas, el uso de giberelinas no estd muy difundido. En un estudio realizado por
(Cardenas, J., et al, 2009) obtuvieron un numero mayor de explantes con flores
in vitro, en un medio de cultivo sin giberelinas y solo con una concentracion de 1
mg/L de BAP. Las giberelinas mas comunes son GAl, GA3, GA4 y GAT7.
(Salisbury, F., y Ross, C, 1994)

2.10. Principales problemas con la multiplicacién in vitro

2.10.1. Contaminacioén

La contaminacion microbiana es uno de los problemas mas graves de la
multiplicacion in vitro, puesto que produce grandes pérdidas de material vegetal.
Se puede originar de dos fuentes: a) microorganismos gue se encuentran en la
superficie o en los tejidos de los explantes (endéfitos), b) microrganismos
introducidos por deficiencias en la manipulacion de los operadores en el

laboratorio. (Hernandez, Y., y Gonzalez, M, 2010).

Los principales microorganismos que se encuentran en la superficie de los
explantes son hongos, bacterias, levaduras y micoplasmas. Se albergan
generalmente en tejidos senescentes, ceras, entre otros. Los microorganismos
también se concentran en hendiduras, pelos, o desarrollarse en residuos de
insectos. Ademas los microorganismo pueden venir de la planta madre, la cual
puede estar contaminada con alguna plaga o estresada lo que provoca la

formacion de hongos y bacterias en los explantes como las yemas axilares.
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También se pueden encontrar microorganismos enddfitos que colonizan los
tejidos vegetales de la planta, e infectan tejidos espacios intracelulares y tejidos

vasculares. (Couselo, J., et al, 2010).

Los microorganismos introducidos en el laboratorio pueden encontrarse en el
suelo o en el ambiente y también pueden ser habitantes de la microbiota del
cuerpo humano y ser introducidos en el medio de cultivo por mal manejo en el
laboratorio, condiciones higiénicas o incumplimientos en la disciplina

tecnolégica. (Hernandez, Y., y Gonzalez, M, 2010)

Para evitar la contaminacion de los explantes por microorganismos introducidos
en el laboratorio o por microorganismos endéfitos o de superficie, se debe
realizar una desinfeccién superficial con jabén, etanol (70%) y cloro (10-15%). El
jabon rompe la tension superficial de los explantes, mientras el etanol y el cloro
eliminan los hongos y bacterias superficiales. También se utiliza un agente tenso

activo como el Tween 20 en pequefias cantidades.

Los géneros de hongos filamentosos generalmente encontrados en el medio
cultivo son: Aspergillus, Fusarium, Cladosporium y Penicillum. Los géneros de
bacterias comunmente encontrados son Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas y

Corynobacterium. (Hernandez, Y., y Gonzalez, M, 2010)
2.10.2. Oxidacion fendlica

La oxidacion fendlica es el oscurecimiento del tejido que genera necrosis,
inhibicion de crecimiento y muerte del explante. La oxidacidén fendlica provoca
problemas en el establecimiento y supervivencia de los meristemos debido a que
produce un oscurecimiento en el explante que se extiende a todo el medio de
cultivo debido a la oxidacion y puede provocar necrosis y muerte del tejido
vegetal. (Azofeifa, A, 2009, p. 153-175)

La oxidacion fendlica se produce por dafios en el tejido vegetal, ya sea por una
herida o por la exposicién prolongada en quimicos fuertes como el cloro que
produce que el tejido se necrose. Cuando los tejidos son dafiados se acumulan
compuestos fendlicos en grandes cantidades en las vacuolas de las células. Los

compuestos fendlicos se mezclan con el contenido de otros organulos,
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produciendo una oxidacién y como consecuencia aparece el color negro o
marron. Estos compuestos son altamente reactivos e inhiben la actividad

enzimatica del explante. (Preece, J. y Compton, M., 1991)

Las practicas mas comunes para evitar la oxidacién fendlica es, usar bajas
concentraciones de compuestos quimicos fuertes (cloro) para desinfectar el
explante, afadir un antioxidante en el medio de cultivo, cambios frecuentes del

medio de cultivo, entre otros.

Algunos agentes quimicos, como el hipoclorito de sodio, pueden causar
oxidacion fendlica al momento de la desinfeccién de los explantes para el cultivo

in vitro de tejidos vegetales.
2.11. Disefio experimental Plackett-Burman

El disefo factorial Plackett-Burman fue descrito en el ailo 1946 por Robin L.
Plackett y J.P Burman. Su objetivo fue encontrar disefios experimentales que
demuestren o investiguen la dependencia de algunas variables independientes,
con distintos niveles de concentracién, de tal manera que la varianza de estas
dependencias se reduzca, utilizando un nimero limitado de experimentos. Este
disefio se utiliza para evaluar el efecto conjunto de varios factores sobre la

variable respuesta en dos niveles de variacion. (Plackett, R., y Burman, J, 1946)

El disefio factorial Plackett-Burman evalUa dos niveles de K=N-1 variables, en N
ensayos, donde N tiene que ser un multiplo de 4. En comparacién con el disefio
de Plackett-Burman, un disefio experimental completo evalla el efecto de todas
interacciones posibles de los niveles de cada variable independiente en la
variable respuesta. Un problema de los disefios experimentales completos es
gue el numero de experimentos es proporcional al numero de factores, lo cual
se genera un numero alto de réplicas por cada experimento. (Media, M., De la
Garza, H., Aguilar, N., 2011)

El disefio factorial Plackett-Burman es fundamental al comienzo de un trabajo
experimental donde se desconocen los factores que tienen mas influencia sobre
la variable respuesta, también sus niveles de influencia y las interacciones entre

factores. Cuando se tiene un disefio experimental con mas de 3 factores, es
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posible una simplificacion del disefio mediante Plackett-Burman, suponiendo que
ciertas interacciones de orden 3 o superiores sean despreciables. (Palacios, S,
2008)

El disefio Plackett-Burman se utiliza en las primeras etapas de un experimento
donde se necesite analizar varias variables y es probable que algunas variables
tengan poco o ningun efecto sobre la variable respuesta. Se realiza un diagrama
de Pareto para establecer que variables son significativas. Posteriormente las
variables que se identifiquen como significativas seran analizadas con un disefio

factorial completo y estimular los puntos 6ptimos. (Palacios, S, 2008)

Plackett=Burman 8-Run Matrix

Factors
B|C|[D|E|F |G
- -+ - |+
o
S + | - -+ - |+
=
= + [+ | -] -] + ] -
= + |+ |+ -] - |+
S
- S O T O T B
= + | - |+ | + -
—
=
@ -+ ] -]+ +
|—

Figura 11: Ejemplo de matriz de combinaciones de un disefio factorial Plackett-Burman con 7
variables independientes (Columnas de la A-B) con dos niveles de variacion (+,-) y 8 tratamientos
(Filas 1-8)

Tomado de Plackett, R., y Burman, J, 1946.

Capitulo Ill: Disefio del plan experimental

Este trabajo consta de 3 fases principales para ambas variedades de Rosa x
hybrida (minirosa e hibrido de té). En primer lugar la fase de establecimiento de
cultivo mediante un disefio completamente al azar; en segundo lugar la fase de
identificacion de las variables significativas mediante un disefio factorial Plackett-

Burman y por ultimo, la tercera fase es el establecimiento de un protocolo
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especifico de multiplicacion de brotes para Rosa x hybrida mediante un disefio

factorial 2x2.

3.1. Fase I: Establecimiento de cultivo

En la primera etapa, se implementd un disefio experimental completamente al
azar (DCA). Para el desarrollo del disefio DCA y las variaciones en las
concentraciones de hipoclorito de sodio para cada tratamiento, se basé de un
estudio similar realizado por Alev y Orhan (2016, p. 56-75) los cuales evaluaron
distintas concentraciones y tipos de desinfectantes quimicos en explantes de una

variedad de rosa arbustiva “Heritage”.

En el presente estudio se realizaron 4 tratamientos para cada variedad de rosa
con 10 repeticiones cada uno, modificando la concentracion de hipoclorito de
sodio entre cada tratamiento (Tabla 2). Como variables dependientes, se evalud
mediante observacion de cada unidad de experimental (tubo de ensayo con un
explante), el porcentaje de contaminacion bacteriana y fungica a los 7 y 15 dias
y el porcentaje de necrosamiento y viabilidad (explantes supervivientes no

contaminados ni necrosados) a los 15 dias después de la siembra.

Los porcentajes de contaminacion bacteriana, fungica y total se calcularon

mediante las siguientes formulas: (Rama Sri, K et al, 2012, p.1517-1536)

% de contaminacioén bacteriana = # frascos cont Bact - . (Formula 1)
# frascos totales

# frascos cont Fung
*k

% de contaminacion fungica = 100 (Formula 2)

# frascos totales

# frascos cont bact + # frascos cont fung

% de contaminacion total = x100  (Formula 3)

# frascos totales
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Los porcentajes de necrosamiento y viabilidad se calcularon con las siguientes

formulas:

# explantes necrosados

% de necrosamiento = *100 (Férmula 4)

# explantes sobrevivientes no contaminados

% de viabilidad = # frascos necrosados+# frascos contaminados ¥100 (Férmula 5)

# frascos totales

Tabla 2:

Tratamientos para la desinfeccion de explantes de yemas axilares

Tratamientos Descripcion
Tratamiento 1 2.5% hipoclorito de sodio
Tratamiento 2 5% hipoclorito de sodio
Tratamiento 3 10% hipoclorito de sodio
Tratamiento 4 15% hipoclorito de sodio

Nota: Los tratamientos de la fase de desinfeccion fueron elaborados mediante un disefio DCA,
la variable independiente es la concentracién de hipoclorito de sodio y las variables respuesta el
porcentaje de contaminacién, necrosamiento y viabilidad. Se realizé 10 réplicas por cada

tratamiento con un explante por repeticién para cada variedad de Rosa x hybrida.

3.2. Fase II: Identificacion de variables significativas con un disefio Plackett-

Burman

Para el desarrollo de la segunda fase, se implementé un disefio factorial Plackett-
Burman (Plackett, R., y Burman, J, 1946), el cual consistio en 8 tratamientos con
dos niveles y 7 variables independientes (Tablas 3y 4). Se realiz6 3 repeticiones
por tratamiento para ambas variedades. Las variables respuesta evaluadas son
la velocidad de crecimiento (mm.dia') a los 15, 30 y 45 dias y la tasa promedio
de multiplicacion de brotes a los 45 dias. Las variables se evaluaron mediante
medicion manual de la altitud de los explantes por tratamiento (velocidad de
crecimiento) y conteo visual del nimero de brotes (tasa de multiplicacion de
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brotes) de cada unidad experimental (frasco de vidrio con un explante) a los 15,
30 y 45 dias por tratamiento. Las siete variables independientes y sus
concentraciones se obtuvieron a través de un estudio realizado por Zeng y otros
(2013, p. 401-409), donde evaluaron los requerimientos nutricionales de la Rosa
X hybrida. Las variables evaluadas en el presente estudio son las
concentraciones de dos citoquininas (6-Benzilaminopurina y kinetina), una
auxina (acido naftalenacético), las concentraciones de nitrogeno, fosforo y
potasio, y la concentracién de sacarosa en un medio de cultivo Murashige y
Skoog (MS) (Murashige, T y Skoog, F, 1962, p. 473-497)

La velocidad de crecimiento de nimero de brotes y la tasa de multiplicacién de

brotes se calculé con las siguientes formulas:

Wf-Wi
tf—ti

Velocidad de crecimiento (mm.dia!) =R = (Formula 6)

Doénde: Wf: Valor de la altitud en mm en el tiempo final (45 dias)
Wi: Valor de la altitud en mm en el tiempo inicial (dia O de la Fase Il)
tf: Tiempo final (45 dias)
ti: Tiempo inicial (Dia 1 de la siembra)

. . #de brot trat. a los 45 di ,
Tasa promedio del nimero de brotes = ¢ brotespor trat. alos 45 dias —(p 0 10 7)
# total de repeticiones

Finalmente, se evalué que variables independientes tienen un mayor efecto
positivo en las variables respuesta. Dichas variables significativas se
determinaron mediante un diagrama de Pareto, el cual es una grafica que
organiza datos de forma descendente y permite asignar un orden de prioridades,
centrandose en los factores que tendran un mayor impacto en las variables

respuesta, optimizando los resultados. (Aiteco consultores, 2011)

Tabla 3:

Variables utilizadas para el disefio de Plackett-Burman en la fase Il.

Caodigo Variables Valor Max Valor Min
F1 6-BAP 3 mg/L 1 mg/L
F2 KINETINA 3 mg/L 1 mg/L
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F3 ANA 1 mg/L 0.1 mg/L

F4 KNOs 2850 mg/L 1900 mg/L

F5 NH4NOs 2475 mg/L 1650 mg/L

F6 KH2PO4 340 mg/L 170 mg/L

F7 Sacarosa 50 g/L 30g/L
Control MS basal

Nota: Variables independientes (F1, F2, F3, F4, F5, F6 y F7) para la fase Identificacion de
variables significativas de ambas variedades de Rosa x hybrida, del disefio factorial Plackett-
Burman con dos niveles; un valor maximo y un valor minimo de concentracion de las diferentes
variables. Se realiz6 6 repeticiones por tratamiento con un explante por repeticién. Control: Medio

Murashige y Skoog (MS) basal sin reguladores de crecimiento

Tabla 4:
Matriz del disefio experimental de Plackett-Burman

Tratamientos F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

T1 + - - + - + +
T2 + + - - + - +
T3 + + + - - + -
T4 - + + + - - +
T5 + - + + + - -
T6 - + - + + + -
T7 - - + - + + +
T8 - - - - - - -

Adaptado de Plackett, R., y Burman, J, 1946.

Nota: Tratamientos resultantes del disefio factorial Plackett-Burman donde intervienen las 7

variables independientes descritas en la tabla 3.

3.3. Fase lll: Establecimiento de un protocolo especifico de multiplicacion de

brotes.

En la tercera fase (establecimiento de un protocolo especifico de multiplicacion
de brotes) se realizdé un disefio factorial 2x2 utilizando las dos variables mas

significativas obtenidas en la Fase Il, a través del diagrama de Pareto en el
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disefio factorial de Plackett-Burman, para de esta forma optimizar los resultados.
La variable respuesta evaluada fue la tasa promedio de multiplicacién de brotes
a los 15 dias luego de la siembra. La variable respuesta se evalué mediante
conteo visual del nimero de brotes por unidad experimental (frasco de vidrio con
un explante). Se realizé 4 tratamientos de acuerdo al disefio factorial 2x2 con

tres repeticiones por cada variedad de Rosa x hybrida (tablas 5 y 6).

La tasa promedio de multiplicacidén de brotes se calculé con la siguiente formula:

> # de brotes por trat. a los 45 dias

Tasa promedio del nUmero de brotes = (Férmula 8)

# total de repeticiones

Tabla 5:

Variables utilizadas en el disefio factorial 2x2 para dos variedades de Rosa x
hybrida

Cddigo Variable Valor max. (A2) Valor min.(B2)
Al 6-BAP 3 mg/L 1 mg/L
Bl Sacarosa 50 g/L 30 g/L
Control MS basal

Nota: Las variables independientes en el disefio factorial 2x2 (A1, B1) evaluadas con dos niveles
de concentracién, un valor maximo y un valor minimo cada una (A2, B2) para ambas variedades
de Rosa x hybrida. Control: Medio Murashige y Skoog (MS) basal sin reguladores de crecimiento.
Se realizo tres replicas por cada tratamiento con un explante por repeticion en ambas variedades
de Rosa x hybrida.

Tabla 6:

Matriz del disefio factorial 2x2

Tratamientos Cddigo Descripcién
TA AlA2 3mg/L 6-Bap + 50 g/L sacarosa
B AlB2 3 mg/L 6-Bap + 30 g/L sacarosa
TC B1A2 1 mg/L 6-Bap + 50 g/L sacarosa
TD B1B2 1 mg/L 6-Bap + 30 g/L de sacarosa

Nota: Tratamientos resultantes del disefio factorial 2x2 donde intervienen dos variables

independientes descritas en la tabla 5.
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3.4. Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA en los tres
disefios experimentales de cada etapa (DCA, Plackett-Burman y disefio factorial
2?) para determinar diferencias significativas en el desarrollo de los explantes en
las diferentes formulaciones de medio de cultivo y también se realizé una prueba
de contraste de medias de Duncan, ambas con un nivel de significancia de 0,05
(a= 5%). Para el disefio de Plackett-Burman se realiz6 un diagrama de Pareto

mediante el programa estadistico Minitab 17.

Todo el trabajo de investigacion se realizé por triplicado para verificar la validez

del experimento.

Se establecio la hipétesis nula (Ho) y la hipotesis alternativa (H1) para las tres
fases de este estudio, siendo la hipotesis nula (Ho): No existe diferencia
significativa entre los tratamientos (p>0.05) y la hipotesis alternativa (H1): Si

existe diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05)

A continuacion, la figura 14 muestra un diagrama de flujo sobre el proceso
general para la identificacion de variables significativas en la multiplicacion in

vitro de dos variedades de Rosa x hybrida.
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Figura 14: Diagrama de flujo para la identificacion de las variables

multiplicacion in vitro de dos variedades de Rosa x hybrida

4.1. Poblacién y muestra

Capitulo IV: Procedimientos

significativas en la

Las plantas de dos variedades de Rosa x hybrida se obtuvieron de un

invernadero situado en la parroquia de Nayon en la ciudad de Quito, provincia

de Pichincha. La parroquia de Nayon tiene una temperatura que oscila entre los

23°C, con clima generalmente calido-templado (Direccion de Gestion de

Desarrollo Comunitario e Inclusién Social, 2012). El invernadero tiene una

temperatura de 25°C y una humedad relativa de 63%, por esta razén se realiz6

un corto un proceso de aclimatacion de las plantas una vez llevadas al

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Américas para que
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se conserven adecuadamente durante varios dias. El riego manual de las plantas

se realizd de 2-3 veces por semana y la poda una vez por semana.

Las plantas escogidas para el cultivo in vitro fueron visualmente sanas, de al
menos tres meses de crecimiento y un maximo de 6 meses, con tallos fuertes,

hojas de coloracion verde claro y sin presencia de plagas o enfermedades.

4.2. Obtencion de los explantes

Para la obtencién de explantes de “hibrido de té” y “minirosa” se realizd un corte
transversal de 2 cm de largo, que contengan al menos una yema axilar. Se retiro
cuidadosamente las hojas y espinas del explante y se retir6 los residuos de tierra

con agua destilada.

4.3. Preparacion de medios e incubacion

Los medios utilizados para la Fase | del experimento fueron medios Murashige y
Skoog basal (MS), sin suplementos hormonales. Para la Fase Il se utilizaron
medios MS modificados de acuerdo al disefio Plackett-Burman y para la Fase Il
se utilizaron medios MS basal suplementados con hormonas de acuerdo al
disefio factorial 2x2. Todos los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5.7-5.8
con 7 g/l de Bacto agar y autoclavados a 121 ‘C a 1.06 kg cm? durante 20

minutos.

Las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo se replicaron de un
trabajo de investigacion realizado por Zeng y otros (2013, p.401-409). El
fotoperiodo fue de 16 horas luz/8 horas oscuridad. La temperatura en la fase
luminosa fue de 28°C y en la fase oscura de 23°C y la humedad relativa se
mantuvo al 63%. Las condiciones fisicas se mantuvieron constantes en las tres

fases de este estudio.



40

4.4. Fase |: Desinfeccion

Para la desinfeccion superficial, se lavaron los explantes de yemas axilares en
una solucion de agua jabonosa durante 10 minutos con agitacion; posteriormente
se sumergieron en una solucion de etanol al 70% durante 10 segundos; y
finalmente, se sumergieron en distintas concentraciones de hipoclorito de sodio
(2.5%, 5%, 10% y 15%) con Tween 80 en agitacion durante 10 minutos.
Posteriormente, dentro de la cdmara de flujo laminar se realizaron tres lavados
con agua destilada estéril durante 5, 10 y 15 minutos para la remocion de

residuos del desinfectante y se procedi6 a la siembra de los explantes.

Para la siembra se realizé un corte trasversal 0.5 a 1 cm de largo, a partir de la
yema axilar, con un bisturi para eliminar el material necrosado por el proceso de
desinfeccién, luego con una pinza estéril se colocé el explante en un tubo de
ensayo con medio de cultivo Murashige y Skoog basal (Murashige, T y Skoog,
F, 1962, p.473-497), en posicion vertical natural. Por ultimo, los explantes se
incubaron a una temperatura de 28°C (fase luminosa) y 23°C (fase oscuridad),

con un fotoperiodo de 16horas luz/8 horas oscuridad.

Los porcentajes de contaminacién bacteriana, fingica y total se evaluaron a los
7 y 15 dias posteriores a la siembra y los porcentajes de necrosamiento y

viabilidad se evaluaron a los 15 dias después de la siembra.

Una vez determinado el protocolo de desinfeccion de los explantes de ambas
variedades de rosa, se procedi6 a realizar la siembra de yemas axilares en medio
MS basal con el mejor tratamiento de desinfeccion para el establecimiento de los

explantes, para posteriormente ser usadas en la fase Il.

4.5. Fase Il: Identificacion de variables significativas

Los explantes establecidos fueron traspasados a los medios de cultivo de la fase
II, después de 15 dias. Se evalud la velocidad de crecimiento mediante medicion
manual de la altitud de los explantes en un periodo de 15 ,30 y 45 dias y se

evaluo la tasa promedio de multiplicacion de brotes mediante conteo visual del
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namero de brotes, a los 45 dias por cada tratamiento para ambas variedades de
Rosa x hybrida (Razavizadech, R y Ehsanpour, A, 2008, p. 768-793). Se realiz
el analisis estadistico ANOVA para determinar si existe diferencia significativa
entre los tratamientos y la prueba de contaste de medias de Duncan para
establecer cual es el mejor tratamiento de multiplicacion de brotes para ambas
variedades de Rosa x hybrida. Posteriormente se realizé un diagrama de Pareto
para establecer que variables del disefio experimental Plackett-Burman, son mas

influyentes en la multiplicacion de brotes para “minirosa” e “hibrido de té”.

4.6. Fase lll: Establecimiento de un protocolo especifico de multiplicacion de
brotes.

Una vez que se determind las variables mas significativas en la multiplicacion de
brotes de ambas variedades mediante el diagrama de Pareto y el analisis
estadistico del disefio experimental Plackett-Burman, se procedié al
establecimiento de un protocolo de multiplicacion de brotes especifico para
ambas variedades de Rosa x hybrida. Dentro de la camara de flujo, se realizaron
cultivos de yemas axilares de las dos variedades en estudio. Las yemas
obtenidas se sembraron en los medios formulados de acuerdo al disefio factorial
2x2 de la Fase lll. El numero de brotes fue evaluado mediante conteo visual a
los 15 dias de siembra. Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA y la prueba de
contraste de medias de Duncan para determinar si existe diferencia significativa
de los tratamientos en el nUmero de brotes y para establecer cual es el mejor
tratamiento de multiplicacion de brotes en ambas variedades de Rosa x hybrida.
Se utilizé un explante de yema axilar por frasco de vidrio y se realizaron tres

repeticiones de cada tratamiento en”minirosa” y en “hibrido de té”.

4.7. Evaluacion estadistica de los resultados

El andlisis de datos se realiz6 mediante dos programas estadisticos, Minitab 17
para el andlisis de los disefos factoriales Plackett-Burman y la obtencion de los
diagramas de Pareto y el programa estadistico SPSS version 24 para el analisis

de varianza (ANOVA) y la prueba de contaste de medias de Duncan en los tres
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disefios experimentales utilizados en este estudio (DCA, Plackett-Burman y

factorial 2x2).

Capitulo V: Resultados y discusion

5.1. Fase |: Establecimiento de cultivo

5.1.1. Porcentaje de contaminacion

En la fase de desinfeccion se realizaron cuatro tratamientos en los cuales se
varié la concentracion de cloro. Las barras reflejadas en las figuras 13A y 13B
representan los porcentajes de contaminacion bacteriana y fungica de yemas
axilares de la variedad “minirosa” a los 7 dias de siembra en medio MS basal,
con su respectiva desviacion estandar. Los resultados reflejan que a los 7 dias
de evaluacion, el tratamiento 1 tuvo el mayor porcentaje de contaminacion, con
un 23.3% de contaminacion bacteriana y 56.7% de contaminacion fangica. Por
otro lado el tratamiento 4 presentd el menor porcentaje de contaminacion
bacteriana con un 3,3% y 7% de contaminacién fungica. Los tratamientos 2 y 3
también presentaron un porcentaje bajo de contaminacion, con un 13,3% de
contaminacion bacteriana y 16,6% de contaminacion fangica para el tratamiento
2y 3,3% de contaminacion bacteriana y 13,3% de contaminacion fungica para

el Tratamiento 3.
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Figura 13: Contaminacién bacteriana y fungica a los 7 dias de siembra en la variedad de

“minirosa”. (A) Contaminacion bacteriana, (B) Contaminacion fungica.

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio

Las barras reflejadas en la figura 14A y 14B representan los porcentajes de
contaminacion bacteriana y fungica de yemas axilares de la variedad “minirosa”
a los 15 dias de siembra, con sus respectivas barras de error. Los resultados
indican que la tendencia de los porcentajes de contaminacién se mantiene. El
tratamiento 1 (Figura 16A) nuevamente presentdé el mayor porcentaje de
contaminacion con un 23.3% de contaminacion bacteriana y 60% de
contaminacion fungica. El tratamiento 4 present6 el menor porcentaje de
contaminacion con un 6.7% de contaminacion bacteriana y 13.3% de
contaminacion fungica. El tratamiento 2 (Figura 16B) presentdé un 23,3% de
contaminacion bacteriana y 33,3% de contaminacion fungica y el tratamiento 3,

3.3% de contaminacion bacterianay 33.3% de contaminacion fungica.
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Figura 14: Porcentaje de contaminacion fungica y bacteriana a los 15 dias de siembra en la

variedad “minirosa” (A) Contaminacion bacteriana, (B) Contaminacion flngica.

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio

El analisis estadistico ANOVA vy la prueba de contaste de medios de Duncan se
realizd en el porcentaje de contaminacién total (contaminacion bacteriana +
contaminacion fungica) evaluado a los 15 dias por tratamiento, con un nivel de
significancia de 0.05 (a= 5%). Los resultados en la Figura 15 indican una
diferencia significativa en cuanto a la contaminacion total entre los cuatro
tratamientos en la variedad de “minirosa”. El tratamiento con una mayor
diferencia significativa fue el tratamiento 1, el cual presento el valor méas alto de
contaminacion (93.3%) en comparacion con los otros tratamientos. El
tratamiento 2 también present6 un nivel alto de contaminacion (60%) y los
tratamientos con un porcentaje bajo de contaminacion total fueron el 3y 4 con

36.6% y 13.3% respectivamente
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Figura 15: Evaluacion de la contaminacion total de los cuatro tratamientos de desinfeccion a los
15 dias en la variedad “minirosa”.

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio
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Figura 16: Explantes de “minirosa” contaminados: (A) Explante con contaminacién bacteriana

(Tratamiento 1), (B) Explante con contaminacion flngica (Tratamiento 2)

En cuanto al “hibrido de té”, las figuras 17A y 17B representan los porcentajes
de contaminacién bacteriana y fungica de yemas axilares a los 7 dias de siembra
en medio MS basal, con su respectiva desviacion estandar. Los resultados
obtenidos fueron similares que con la variedad de “minirosa”. El tratamiento 1
presentd un nivel de contaminaciébn mayor que todos los tratamientos con un
26.7% de contaminacién bacteriana y 23.3% de contaminacion fungica, mientras
gue el tratamiento 4 mostré el menor porcentaje de contaminacion, con una 10%
de contaminacion fungica y no presentd contaminacién bacteriana. Por otra
parte, el tratamiento 2 presentd un 13,3% de contaminacion bacteriana y 26,6%
de contaminacion fungica y el tratamiento 3 mostré un 10% de contaminacion

bacteriana y 13.3% de contaminacion fangica.
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Figura 17: Contaminacion bacteriana y fungica en “hibrido de té¢” a los 7 dias de siembra: (A)

Contaminacion bacteriana, (B) Contaminacion fungica

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio

A los 15 dias, las figuras 18A y 18B muestran los porcentajes de contaminacion

bacteriana y fungica de yemas axilares, con sus respectivas barras de error. Del

mismo modo, el tratamiento 1 se mantuvo con el mayor porcentaje de

contaminacion, con un 30% de contaminacion bacteriana (figura 20A) y 30% de

contaminacion fungica. El tratamiento 4 presenté tendencia similar a lo

observado anteriormente, pues los valores mas bajos de contaminacion (0% de

contaminacion bacteriana y 20% de contaminacion fungica) fueron obtenidos con

este tratamiento. El tratamiento 2 no aumento el porcentaje de contaminacion

bacteriana (13,3%) pero presentd un porcentaje de contaminacion flungica de

40% (figura 20B). Por dltimo, el tratamiento 3 presenté un 16,6% de

contaminacion bacteriana y 10% de contaminacion flungica.
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Figura 18: Contaminacion bacteriana y fungica en “hibrido de té” a los 15 dias de siembra. (A)

Contaminacion bacteriana, (B) Contaminacion fungica

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio

Se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA y una prueba de Duncan en los datos
que se obtuvieron de la evaluacion del porcentaje de contaminacion total
(contaminacién bacteriana + contaminacion fungica) alos 15 dias en la variedad
de “hibrido de té”, con un nivel de significancia de 0.05 (a= 5%). En la figura 19
se puede observar que el tratamiento 1 presento la mayor diferencia significativa
en cuanto a los otros tratamientos, con un porcentaje de contaminacion total de
86.6%, seguido del tratamiento 2 que presentd 53.3% de contaminacion total.
Los tratamientos 3 y 4 presentaron los valores mas bajos de contaminacion con
un 23.3% y 16.6% de contaminacion total respectivamente. No hubo diferencia
significativa en cuanto al porcentaje de contaminacion entre los tratamientos 3 y
4.
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Figura 19: Evaluacion de la contaminacion total de los cuatro tratamientos de desinfeccién a los

15 dias en la variedad “hibrido de té”.

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio
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Figura 20: Explantes de “hibrido de té” contaminados: (A) Explante con contaminacién bacteriana

(Tratamiento 1), (B) Explante con contaminacién fungica (Tratamiento 2)

Las desviaciones estandar de los cuatro tratamientos en porcentaje de
contaminacion a los 7 y 15 dias para ambas variedades, indican que no
presentan un alto grado de variacion de las repeticiones bajo las mismas
condiciones, con esto se puede concluir que los tratamientos presentan

reproducibilidad y repetitividad.

Los resultados del analisis de varianza y la prueba de Duncan indican que existe
una diferencia significativa (p<0,05) del hipoclorito de sodio a distintas
concentraciones sobre los porcentajes de contaminacién de ambas variedades
de Rosa x hybrida, con lo cual se rechaza la hipo6tesis nula y se acepta la

hipétesis alternativa.

En la fase de desinfeccion de yemas axilares se obtuvieron los menores
porcentajes de contaminacion mientras mayor es la concentracién de hipoclorito
de sodio con un tiempo de inmersion de los explantes de 10 minutos. Se
determind que el tratamiento 4 (15% de NaClO) en ambas variedades presento
el menor porcentaje de contaminacién total, con un 13.3% en “minirosas” y

16.6% en “hibrido de té”. Esto debido a que el hipoclorito de sodio a mayor
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concentracion actia como un agente desinfectante superficial, el cual es letal
para la mayoria de microorganismos, virus y bacterias vegetativas, pero es
menos efectivo contra esporas y hongos en especies lefiosas (Perez, J., et al,
1993, p.67-84). Por tal razdn, el porcentaje de contaminacion flngica en ambas
variedades de Rosa x hybrida resultd mayor al porcentaje de contaminacion
bacteriana en todos los tratamientos a los 15 dias de siembra (Borges, M., et al,
2009). Por otro lado, el tratamiento 1(2.5% de NaClO) fue el que presentd
mayores porcentajes de contaminacion total en ambas variedades, con un 93.3%
en “minirosas” y 86.7% en “hibrido de té”. Esto debido a la baja concentracién
del hipoclorito de sodio, la cual no fue suficiente para desinfectar los explantes.
Estos resultados coinciden con lo sefialado por Carranza y otros (2013, p.456-
462) los cuales manifestaron que a menores concentraciones de hipoclorito de
sodio en explantes de yemas axilares de plantas lefiosas, mayor es la
contaminacion. La contaminacion bacteriana y fingica es uno de los mayores
problemas que se presentan en el cultivo in vitro de especies vegetales con fines
comerciales y de investigacion, puesto que han causado grandes pérdidas de
material vegetal y por ende perdidas econémicas. La contaminacion bacteriana
y fingica pueden presentar dos origenes que son: Microorganismos endégenos
y superficiales o introducidos por la manipulacién dentro del laboratorio.
(Hernandez, Y., y Gonzalez, M, 2010)

Segun Borges y otros (2009), es muy importante realizar un proceso de
desinfeccién superficial antes de la siembra de explantes de yemas axilares en
el cultivo in vitro de plantas lefiosas. Esto debido a que este tipo de especies
presentan hendiduras en su tallo lefioso, donde se acumula una mayor cantidad
de microorganismos, en su mayoria fangicos y por tal razén se necesita de un
proceso de desinfeccion adecuado para evitar pérdidas de material vegetal por
contaminacion. En una tesis de grado realizado por Weldt (2008, p.35-42)
menciono los diferentes compuestos quimicos que son factibles al momento de
obtener cultivos asépticos de la especie Rosa canina L a partir de yemas
axilares. Entre los mas comunmente usados son el hipoclorito de sodio (NaClO)
en concentraciones entre 15% y 20% v/v, el cloruro de mercurio (HgCl2) en

concentracion inferiores a 5% v/v y etanol al 70% v/v. Sin embargo en el presente
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estudio se obtuvo un porcentaje de contaminacién bajo con un 10% de NaClO,
lo cual se manifiesta que no fue necesario quimicos de alta toxicidad, ni grandes
concentraciones de desinfectante para yemas axilares de rosa, en comparacion

con otro estudios realizados.

En otro trabajo de investigacion realizado por Salehi y otros (1997, p.587-601)
menciona que el hipoclorito de sodio es mejor al momento de obtener cultivos
asépticos in vitro de la variedad “Baby Masquerade” de Rosa x hybrida, puesto
gue compararon su efecto en el tejido vegetal de esta especie con cloruro
mercurico (HgCl2) y determinaron que el NaClO es menos toxico que el HgCl.
Demostraron que el HgClz produce una mayor oxidacién y oscurecimiento en los

explantes que el NaClO y es mas dificil de remover.

Por otro lado, Ibrahim y Debergh (2000, p. 45-67) mencionaron en su estudio el
uso de antibidticos como la ampicilina o gentaminicina como alternativa en la
desinfeccidon de los explantes de yemas axilares de Rosa hybrida L, debido a
gue encontraron bacterias Gram negativas (Pseudomonas) y Gram positivas
(Bacillus) en el medio de cultivo de esta variedad de rosa luego de la desinfeccion
superficial, lo que indica que podrian tener un origen endofito. Sin embargo, en
el presente estudio, los resultados indican que el porcentaje de contaminacion
fungica fue mayor que el porcentaje de contaminacion bacteriana en ambas
variedades, por lo que no se presentaron signos de presencia de una bacteria
endofita en las variedades estudiadas. Por tanto, no se recurrio a la utilizacion
de antibidtico para la desinfeccidn de los explantes, debido a que la prevalencia
de hongos era mas notoria que la de bacterias. Ramos (2012, p.32-47) encontrd
gue los contaminantes mas comunes y dificiles de eliminar en plantas lefiosas
son los hongos, debido a que son sistematicos y tienen baja susceptibilidad a
compuestos quimicos desinfectantes como el hipoclorito de sodio. Sin embargo,
la variedad Rosa x hybrida casi no presenta hongos endofitos por lo tanto no fue
necesario el uso de fungicidas al momento de la desinfeccion. (Rutledge, D,
2008)

En la familia Rosacea se ha determinado que existen dos factores que pueden

influir en la introduccion de los explantes para el cultivo in vitro los cuales son, el
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tamafo y la edad fisiol6gica del explante de yemas axilares. Entre mas pequefo
sea el tamafo del explante menor sera el porcentaje de contaminacion, debido
a que se reduce la superficie de contacto; en este estudio el tamafio de las yemas
axilares sembradas fueron de 0.5 a 1 cm de altura, lo cual, segun Abdelnour y
Escalant (1994, p.98-103), se considera una altura adecuada. De igual forma los
explantes de yemas axilares jovenes tienen una menor probabilidad de
contaminacion que los explantes adultos, debido a que mientras mayor sea la
edad fisiolégica del explante, el tejido lefioso de la yema acumula mayor cantidad
de microorganismos que un explante joven (Abdelnour, A y Escalant, J, 1994,
p.98-103). En este estudio se utilizaron yemas axilares jovenes, provenientes de
plantas progenitoras con un méaximo de seis meses de crecimiento, por lo
probablemente se redujo los porcentajes de contaminacion en ambas variedades
de Rosa x hybrida.

5.1.2. Porcentaje de necrosamiento

El porcentaje de necrosamiento se evalud 15 dias después de la siembra y se
realiz6 el andlisis estadistico ANOVA y prueba de Duncan, con un nivel de
significancia del 0.05 (a= 5%). La figura 21A indica el porcentaje de
necrosamiento para la variedad “minirosa” con su respectiva desviacion
estandar. Los resultados indican que no hubo necrosis en el tratamiento 1, y
hubo un 80% de necrosis en el tratamiento 4. El tratamiento 4 presento diferencia
significativa en comparacion con los otros tratamientos, mientras que los

tratamientos 2 y 3 no fueron significativamente diferentes (Figura 22A).

Por otro lado, la figura 21B indica porcentajes de necrosamiento de la variedad
“hibrido de té”, con sus respectivas barras de error. Los resultados determinaron
que el tratamiento 4, mostr6é un porcentaje de necrosis de 46.6% presentando la
mayor diferencia significativa, mientras que entre los tratamientos 2(13.3%) y
3(13.3%) no hubo variacion en los porcentajes de necrosamiento. El tratamiento

1 no presentd necrosis en los explantes (Figura 22B).
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Figura 21: Porcentaje de necrosamiento a los 15 dias de siembra: (A) Porcentaje de

necrosamiento en “minirosas” (tratamiento 4), (B) Porcentaje de necrosamiento en “hibrido de té”

(tratamiento 4)

a)
b)
<)
d)

Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio
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Figura 22: Explantes necrosados: (A) Explante necrosado de “minirosa”, (B) Explante necrosado
de “hibrido de t&”

Como se puede observar en las figuras 21A y 21B no hubo necrosis en el
tratamiento 1 en ambas variedades a los 15 dias de siembra, debido
principalmente a que la mayoria de los explantes se contaminaron. Por otro lado
el tratamiento 4 presento los porcentajes mas altos de necrosamiento en ambas
variedades, debido probablemente a las altas concentraciones de NaClO. El
tratamiento 4 mostrd una alta diferencia significativa, segun la prueba de Duncan.
Al igual que con la variable “contaminacion” la desviacion estandar de todos los
tratamientos, indica que no existe un alto grado de variacion de los resultados en
cuanto a las repeticiones bajo las mismas condiciones, por lo que los
tratamientos son reproducibles y repetibles. También el analisis estadistico
ANOVA determiné que si existen diferencia significativa (p<0.005) en la variable
‘porcentaje de necrosamiento”, con lo cual se rechaza la hipotesis nula y se

acepta la alternativa.

Se puede observar en las figuras 21A y 21B, que a medida que aumenta la
concentracion de hipoclorito de sodio se incrementa el porcentaje de necrosis o
muerte del explante en ambas variedades. En la variedad de “minirosa” el

tratamiento 4 (15% NaClO) present6 un 80% de necrosis y en la variedad “hibrido
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de té” present6 un 46.7% de necrosis en los explantes. Esto probablemente se
debid, a que el hipoclorito de sodio tiene un efecto fitotoxico sobre los tejidos de
las yemas axilares, el cual se hace mas fuerte a partir de una concentracion de
10%.

Azofeifa (2009, p.153-175) indica que el establecimiento del cultivo en especies
lefiosas, como la rosa, es limitado en gran parte por el oscurecimiento letal en
los explantes y en el medio de cultivo. Este oscurecimiento es producido por el
estrés oxidativo que se produce en las células del tejido vegetativo, debido al
aumento de los radicales libres, los cuales generan un desbalance entre los
mecanismos antioxidantes de la planta. Las moléculas oxidativas como el OH-,
se liberan debido a la accion toxica del hipoclorito de sodio en los tejidos
vegetales, provocando la destruccién de acidos nucleicos, lipidos, polisacaridos
y proteinas lo que ocasiona el colapso celular provocando la muerte del explante
(Azofeifa, A, 2009, p.153-175).

Por otro lado, la mayoria de explantes de especies lefiosas, pierden su color
verde y empiezan a oscurecerse inmediatamente después de la escision (Alev y
Orhan, 2016, p. 56-75). Esto genera la produccion de compuestos fendlicos, que
son metabolitos secundarios encargados de modular la respuesta de la planta a
diferentes tipos de estrés. Los compuestos fendlicos inhiben el crecimiento del
explante en el medio de cultivo porque oxidan las proteinas necesarias para su
desarrollo. Por lo tanto, los procesos de corte, desinfeccion y siembra que se
generaron sobre los explantes de yemas axilares posiblemente generaron la
liberacion de radicales libres que provocan el necrosamiento del explante.
(Azofeifa, A, 2009, p.153-175).

Afanor (2005, pp. 340-356) realiz6 una investigacion de cultivo in vitro de cinco
variedades de clavel (Dianthus caryophillus) a partir de meristemos, el cual en la
fase de desinfeccion utilizé hipoclorito de sodio a concentraciones de 40 y 45%
v/v logrando eliminar casi en su totalidad los microorganismos contaminantes
pero estas concentraciones de NaClO generaron dafio al tejido vegetativo del
explante ocasionando su muerte. También probaron concentraciones inferiores

del desinfectante (15 y 20% v/v) logrando menos muertes por necrosis y un
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Optimo porcentaje de contaminacion. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en la rosa, puesto que a medida que la concentracion de hipoclorito
de sodio incrementa, el porcentaje de contaminacion disminuye y el porcentaje
de necrosamiento aumenta. Sin embargo, en el presente estudio se obtuvo una
ventaja que fue la obtencidbn de un menor porcentaje de contaminacion y
necrosamiento con un bajo porcentaje de NaClO (10%), lo cual se genera una
ahorro de este compuesto quimico y se disminuye la toxicidad en los tejidos
vegetales, en comparacion con otros estudios realizados con explantes de

yemas axilares de plantas ornamentales.

5.1.3. Porcentaje de viabilidad

El porcentaje de viabilidad corresponde a los explantes supervivientes no
necrosados ni contaminados. Se realizo el analisis estadistico ANOVA y prueba
de Duncan del porcentaje de viabilidad de los cuatro tratamientos, con un nivel
de significancia de 0.05 (o= 5%). Las barras de la figura 23A indican los
porcentajes de viabilidad que presentan los cuatro tratamientos en “minirosas”,
cada una con sus respectiva desviacion estandar. Los resultados determinaron
gue el tratamiento 1 y 4 tienen el menor porcentaje de viabilidad con un 6.66%
cada uno. Mientras que el mayor porcentaje de viabilidad (50%) presento6 el

tratamiento 3 (Figura 24A)

En “hibrido de té” los resultados fueron similares. La figura 23B indica que el
tratamiento 2 presentd el menor porcentaje de viabilidad con un 13.3%, mientras
que el tratamiento 3, al igual que con “minirosas” presentd el mayor porcentaje
de viabilidad con un 63.3%. El tratamiento 3 mostro el nivel mas alto de
significancia en ambas variedades de Rosa x hybrida, en cuanto a la variables

“porcentaje de viabilidad” (Figura 24B)
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Figura 23: Porcentaje de viabilidad por tratamiento de ambas variedades de Rosa x hybrida
los 15 dias de siembra en medio MS basal. (A) Porcentaje de viabilidad en “minirosas”, (B)

Porcentaje de viabilidad en “hibrido de té”

a) Tratamiento 1: 2.5% de hipoclorito de sodio
b) Tratamiento 2. 5% de hipoclorito de sodio
c) Tratamiento 3. 10% de hipoclorito de sodio

d) Tratamiento 4. 15% de hipoclorito de sodio
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Figura 24: Explantes supervivientes: (A) Explante superviviente de “minirosa”, (B) Explante

superviviente de “hibrido de té”

La desviacién estandar de cada uno de los tratamientos indica que no existe un
alto grado de variacion de los resultados en las tres repeticiones bajo las mismas

condiciones, por lo tanto los tratamientos tienen reproducibilidad y repetitividad.

El analisis estadistico ANOVA y prueba de contraste de medias de Duncan
senalan al tratamiento 3 como el mas eficiente en cuanto a la variable “porcentaje
de viabilidad” en ambas variedades de rosa. De igual forma se determiné que si
existe diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05) con lo cual se
rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa. Por tanto, el
tratamiento 3 es el tratamiento de desinfeccion mas eficiente para la fase de
establecimiento de cultivo en ambas variedades, con 50% de explantes
supervivientes en “minirosas” y 63.3% en “hibrido de té”. Esto se debe a que los
explantes, al estar en una concentracién menor de hipoclorito de sodio, el efecto
del desinfectante fue 6ptimo frente a la contaminacion microbiana y fungica, y
que ademas no produjo un alto porcentaje de necrosis en los tejidos de los
explantes. Sin embargo en un estudio realizado por Sisco (2011) obtuvo un
mayor porcentaje de viabilidad (90%) en comparacion con este estudio. Sisco

(2011) establecio explantes de yemas axilares de rosa con una concentracion de
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hipoclorito de sodio de 15% usando una solucién de antibiético (ampicilina) por
inmersion al momento de la desinfeccion superficial, logrando eliminar en su
totalidad la contaminacion bacteriana. Lo que sugiere que se puede obtener un
mayor porcentaje de explantes viables al usar soluciones de antibidtico o
fungicidas en la desinfeccion, debido a que los microorganismos bacterianos y

fungicos serian eliminados casi en su totalidad.

Existen algunos factores que pueden influir en la viabilidad de los explantes de
Rosa x hybrida, estos son el estado fisiologico de la planta madre, contaminantes
enddgenos y susceptibilidad del tejido vegetal a compuestos desinfectantes
(Dohare, S., et al, 1991, pp. 105-124).

Ramos (2012, pp. 105-124) menciona que las plantas lefilosas cultivadas en
invernaderos presentan menores contaminantes microbianos que las plantas
lefiosas cultivadas en campo. De igual forma, las plantas que fueron sometidas
a pesticidas o fertilizantes quimicos también tienden a estresarse y esto influye
en su estado fisiologico. En este estudio, las plantas madres fueron obtenidas de
un invernadero y fueron tratadas con pesticidas de baja toxicidad. Esto pudo
influir en el estado fisiologico de la planta, ocasionandole estrés y por ende
perdidas de explantes viables al momento del cultivo in vitro. Asi mismo, la
susceptibilidad de ciertos tejidos vegetales al hipoclorito de sodio también influye
en el porcentaje de viabilidad de la planta. Los tejidos mas jévenes son mas
delicados al efecto del hipoclorito de sodio, lo cual sugiere que podria haber una
mayor susceptibilidad de las yemas axilares de Rosa x hybrida a la presencia del
hipoclorito de sodio causando un mayor porcentaje de necrosis y disminuyendo

los explantes viables. (Carranza, M., et al, 2013, pp. 456-462)

Sin embargo, con el tratamiento 3 se logré encontrar el balance entre la eficiencia
de la desinfeccidn y la supervivencia del explante en ambas variedades. En este
tratamiento la concentracion de hipoclorito de sodio fue el adecuado para
eliminar los contaminantes microbianos y que no se produzca dafios al tejido

vegetal.
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5.2. Fase II: Multiplicacion de brotes e identificacion de variables significativas

con un disefio experimental Plackett-Burman

5.2.1. Velocidad de crecimiento

En la fase de multiplicacion de brotes se realizaron 8 tratamientos con 7 variables
diferentes, basados en el disefio factorial Plackett-Burman (tablas 2 y 3
presentadas en el capitulo 3: Disefio experimental). Las barras reflejadas en la
figura 25 representan el valor promedio de la altitud de los explantes por
tratamiento a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra en la variedad de
“minirosa”. Los resultados indican que a los 15 dias, el tratamiento T1 presenté
una mayor altitud (23 mm) seguido del tratamiento T2 (16,3 mm) y el tratamiento
T5 (15 mm). Los tratamientos T4 (10.3 mm), T3 (9.3 mm) y T7 (7 mm) se
mantuvieron como los menos eficientes, mientras que el tratamiento T8 presento
la menor altitud con un promedio de 6 mm por tratamiento. A los 30 dias, se
mantuvo la tendencia de los resultados. El tratamiento T1 tuvo una mayor altitud
con un promedio de 36 mm por tratamiento, seguido de los tratamientos T2, con
un promedio de 23.7 mm y el T5 con 22 mm por tratamiento. Los tratamientos
menos eficientes fueron el T7 y T8 con 11.7 mm y 10 mm por tratamiento
respectivamente. Por ultimo a los 45 dias de siembra, el tratamiento T1 se
mantuvo con la mayor altitud (56.7 mm), seguido de los tratamientos T2y T5 con
un 47.3 mm y 37.7 mm por tratamiento respectivamente, mientras que los
tratamientos menos eficientes fueron el T7 (18.3 mm) y T8 (17 mm). Por lo tanto
el tratamiento T1 presentd una mayor altitud a los 15, 30 y 45 dias, mientras que

el tratamiento T8 presento la menor altitud por tratamiento.
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Figura 25: Altitud (mm) en “mini rosas” a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra. Control:
Medio Murashige y Skoog (MS) basal. T1-T8: Tratamientos elaborados de acuerdo a la matriz

del disefio experimental de Plackett-Burman.

La figura 26 refleja la velocidad de crecimiento (mm.dia?) de los 8 tratamientos
en la variedad de “minirosa”. Se observa una tendencia exponencial de todos los
tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con un mayor crecimiento fue el
tratamiento T1, obteniendo una velocidad de crecimiento de 1.6 mm.dia?,
mientras que el tratamiento T8 tuvo un menor crecimiento, obteniendo una

velocidad de crecimiento de 0.1 mm.dial.
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Figura 26: Velocidad de crecimiento (mm.dia!) de cada uno de los 8 tratamientos del disefio

experimental Plackett-Burman en “minirosa”

En cuanto a la variedad “hibrido de té&” se muestra en la figura 27 que a los 15
dias el tratamiento T1 presenté una mayor altitud (20.3 mm), seguido del
tratamiento T4 (13.7 mm) y T2 (13.3 mm). Los tratamientos T7 (7.3 mm) y T8 (7
mm) presentaron la menor altitud. A los 30 dias, se mantuvo la tendencia de los
resultados. El tratamiento T1 tuvo una mayor altitud con un promedio de 32.7
mm por tratamiento, seguido de los tratamientos T2 y T4 con un promedio de 26
mmy 21.7 mm respetivamente, mientras que los tratamientos T7 (11.3 mm)y T8
(10.7 mm) presentaron la menor altitud. Por ultimo a los 45 dias de siembra, la
tendencia en la velocidad de crecimiento se mantuvo. El tratamiento T1 presentd
la mayor altitud con un promedio de 49.7 mm por tratamiento, seguido de los
tratamientos T2 y T4 con una altitud por tratamiento de 40 mm y 32.3 mm
respectivamente, mientras que los tratamientos T7 (15.3 mm) y T8 (15.3 mm)
presentaron la menor altitud. Por lo tanto el tratamiento T1 presentd una mayor
altitud por tratamiento a los 15, 30 y 45 dias, y el tratamiento T8 presenté la

menor altitud por tratamiento a los 15, 30 y 45 dias.
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Figura 27: Altitud (mm) en “hibrido de té&” a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra. Control:
Explantes sembrados en medio Murashige y Skoog basal. T1-T8: Tratamientos elaborados de

acuerdo a la matriz del disefio experimental de Plackett-Burman.

La velocidad de crecimiento (mm.dia!) de los 8 tratamientos de “hibrido de té”
se refleja en la figura 28. Los resultados indican que todos los tratamientos tienen
un crecimiento exponencial entre los 15 y 45 dias, sin embargo al igual que con
la variedad de “minirosa”, el tratamiento T1 presenté la mayor velocidad de
crecimiento con 1.2 mm.dia?, mientras que el tratamiento T8 present6 la menor

velocidad de crecimiento, con 0.1 mm.dial.
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Figura 28: Velocidad de crecimiento (mm.dia!) de cada uno de los 8 tratamientos del disefio

experimental Plackett-Burman en “hibrido de té”

Las desviaciones estandar de las figuras 27, 28, 29 y 30 indican un bajo grado
de variacion entre las repeticiones de los tratamientos a las mismas condiciones.

Por cual se determina que los resultados son reproducibles y repetibles.

Los resultados de las figuras 26 y 28 determinan un crecimiento exponencial de
todos los tratamientos desde los 15 dias hasta los 45 dias para ambas
variedades de rosa. En la variedad “minirosa” el tratamiento que presenté una
mayor velocidad de crecimiento en altitud en funcién del tiempo (dias) fue el
tratamiento T1, presentando un crecimiento de 1.6 mm.dia?, seguido del
tratamiento T2 el cual desarrollé 0.9 mm.dia. Por otro lado, el tratamiento con
la menor velocidad de crecimiento es el T8 presentando un crecimiento de 0.1
mm.diat. Por lo tanto el tratamiento T1 tiene una mayor velocidad de crecimiento
en altitud por dia en comparacion con los otros tratamientos en la variedad

“minirosa”.

En cuanto a la variedad “hibrido de té” los resultados fueron similares a los de

“minirosa”. El tratamiento T1 present6 la mayor velocidad de crecimiento de
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todos los tratamientos con un promedio de 1.2 mm.dial. Por otra parte, los
tratamientos con una menor velocidad en cuanto a todos los tratamientos fueron
los tratamientos T7 y T8 que obtuvieron una velocidad de crecimiento de 0.2 y

0.1 mm.dia! respectivamente.

La cinética del crecimiento vegetal, es similar a la cinética del crecimiento
poblacional. Inicia con una etapa de crecimiento exponencial, en donde la
velocidad de crecimiento (mm.dia!) al comenzar es lenta y progresiva, esto
debido al bajo numero de células con la capacidad de dividirse. Posteriormente,
el nimero de dichas células va aumentando de forma exponencial lo que
ocasiona un aumento de tamafio y peso. En esta etapa la division celular
predomina. La segunda fase es la lineal y existe un aumento del crecimiento de
brotes proporcional a los periodos de tiempo y la tercera fase es la senescencia
en donde el crecimiento comienza a desacelerar, perdiendo efectividad hasta
cesar completamente. (Fernandez, G y Johnston, M, 1986). En un estudio
realizado por Montafio y otros (2009, pp.567-581) evaluaron la cinética de
crecimiento in vitro de portainjerto de vid el cual determiné que la concentracion
de azlcar en el medio de cultivo, influy6 en la velocidad de crecimiento. Esto
debido a que hubo un aumento del potencial osmoético. En el presente estudio,
el tratamiento T1 esta compuesto por una alta concentracion de sacarosa en el
medio (50 g/L) y junto con una alta concentracion de la citoquinina 6-BAP (3
mg/L) pudieron influir en la velocidad de crecimiento de ambas variedades de

Rosa x hybrida.

Existen algunos factores externos e internos que afectan a la velocidad de
crecimiento vegetal. Los factores externos son la luz y temperatura. Debido a
que el crecimiento celular depende de la energia liberada al momento de la
respiracion y del contenido de clorofila. La mala regulacion de dicho factores
externos pueden causar un aumento o retardo en la velocidad de crecimiento
(Ferrer, M, 2001). Pero tomando en cuenta que la temperatura y la luz en este
estudio se mantuvieron constantes en todos los tratamientos, no hubo influencia
de los factores externos en el crecimiento de los explantes de ambas variedades

de Rosa x hybrida.
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Los factores internos como las sustancias quimicas del medio de cultivo también
tienen influencia en la velocidad de crecimiento de los explantes. Sustancias
como las auxinas (ANA) y citoquininas (BAP y kinetina) tienen un papel muy
importante en el crecimiento de los explantes, acelerando o inhibiendo el
crecimiento vegetal. Por tanto, la concentracion de auxinas y en especial la de
citoquininas pudieron tener un efecto directo en la velocidad de crecimiento de
los explantes. (Barrera, J., et al, 2007, pp. 324-345). El tratamiento T1 (1.6
mm.dia!) probablemente tuvo la mayor velocidad de crecimiento por su alta
concentracion de 6-BAP (3mg/L) y baja concentracion de Kinetina (1mg/L) en

combinacion con una baja concentracion de ANA (0.1 mg/L).

5.2.2. Tasa promedio del nUmero de brotes por tratamiento

Para la evaluacion de la tasa promedio del nUmero de brotes por tratamiento a
los 45 dias en “minirosas”, se realizé un test de medias de Duncan y un analisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de 0.05 (a = 5%). La figura 29
indica que el mayor numero de brotes en “minirosas” corresponden al tratamiento
T1, el cual difiere significativamente del resto de los tratamientos evaluados
(p<0.05), presentando un promedio de 46.7 brotes por tratamiento. El segundo
mejor tratamiento de multiplicacion de brotes que mostré diferencia significativa
(p<0.05) es el tratamiento T2 con 37.3 brotes por tratamiento. El tratamiento que
presento los valores mas bajos de multiplicacion de brotes es el tratamiento T8

con un promedio de 5 brotes por tratamiento (Figura 31)
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Figura 29: Numero de brotes en “minirosas” en cada uno de los tratamientos del disefio factorial
Plackett-Burman. Control: Medio Murashige y Skoog (MS) basal. T1-T8: Tratamientos

elaborados de acuerdo a la matriz del disefio experimental de Plackett-Burman.

En cuanto a la variedad “hibrido de té” se realiz6 un test de medias de Duncan y
un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de los
tratamientos con un valor alfa de 0,05 y de esta forma seleccionar el mejor
tratamiento de multiplicacion de brotes. La figura 30 muestra al igual que con la
variedad de “minirosa”, el tratamiento T1 tiene una mayor tasa promedio de
namero de brotes, puesto que presentd una diferencia significativa en cuanto a
los otros tratamientos, con un promedio de 39.7 brotes por tratamiento. El
segundo mejor tratamiento de multiplicacion de brotes es el tratamiento T2 con
30 brotes por tratamiento y el tratamiento con los valores mas bajos de
multiplicacion de brotes es el tratamiento T8 con un promedio de 5.3 brotes por

tratamiento (Figura 32).
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Figura 30: Numero de brotes en “hibrido de t¢” en cada uno de los tratamientos del disefio
factorial Plackett-Burman. Control: Medio Murashige y Skoog (MS) basal. T1-T8: Tratamientos
elaborados de acuerdo a la matriz del disefio experimental de Plackett-Burman.

Figura 31: Explantes de “minirosas” en medios de multiplicacion de brotes de acuerdo a la matriz

del disefio experimental Plackett-Burman. Fila superior: Tratamientos 1-4 de acuerdo al disefio
experimental Plackett-Burman (izg. der). Fila inferior: Tratamientos 5-8 de acuerdo al disefio
experimental Plackett-Burman (izq. a der)
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Figura 32: Explantes de “hibrido de t¢” en medios de multiplicacion de brotes de acuerdo a la

matriz del disefio experimental Plackett-Burman. Fila superior: Tratamientos 1-4 de acuerdo al
disefio experimental Plackett-Burman (izg. der). Fila inferior; Tratamientos 5-8 de acuerdo al
disefio experimental Plackett-Burman (izg. a der)

Los resultados del analisis de varianza y la prueba de Duncan indicaron una
diferencia significativa (p<0.05) de los tratamientos del disefio factorial de
Plackett-Burman en la variable respuesta (niumero de brotes por tratamiento) lo
gue permite rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipétesis alternativa. De igual
forma la desviacion estandar de cada uno de los tratamientos indica un bajo
grado de variacion de los resultados, lo cual indica que este estudio tiene

reproducibilidad y repetitividad.

Los resultados reflejados en las figuras 29 y 30, indican que en ambas
variedades de rosa el tratamiento T1 presentdé un mayor nimero de brotes esto
probablemente debido a la composicibn del medio. Al tener una mayor
concentracion de 6-BAP (3 mg/L) junto con una concentracion baja de kinetina
(2 mg/L), se pudo promover la division celular del tejido vegetal. Debido a la
combinacion de dos citoquininas con una baja concentracién de una auxina
como ANA (0.01 mg/L) promovi6 la mitosis de las células y el crecimiento de un
mayor numero de brotes axilares, venciendo la dominancia apical. Un estudio

realizado por Shimelis y otros (2014) establecié que existe un efecto significativo
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en la interaccion entre la 6-bencilaminopurina y la kinetina en el nimero de brotes
por tratamiento de Saccharum officinarum L. Demostraron que un medio con una
concentracion de BAP de 2.5 mg/L y niveles bajos de kinetina (0.5 mg/L) fue el
mejor tratamiento para multiplicacion, obteniendo un promedio de 33.8 brotes
por tratamiento en comparacion con medios de cultivo solo con 6-BAP o solo con
kinetina. Por otra parte, en otro estudio especificaron que en un medio
suplementado con reguladores de crecimiento como 6-BAP, kinetina y ANA, las
concentraciones de citoquininas y auxinas deben mantenerse en equilibrio,
puesto que a concentraciones muy altas de citoquininas como 6-BAP, resulta
toxico para la planta 'y se inhibe la multiplicacién de brotes; esto debido a que
se interrumpe la sintesis proteica para la division celular, y a concentraciones
muy altas de auxinas como ANA se induce la formacion de callos en una
variedad de rosa (Rosa indica) (Muiruri, SN., et al, 2011, pp. 678-693). La
kinetina por otra parte, tiene un efecto menor que el 6-BAP por tal razén no
influye por si sola en la multiplicacion de brotes. Sin embargo en combinacion
con 6-BAP puede aumentar su efecto y tener una mejor respuesta en cuando al
namero de brotes por tratamiento. Por otro lado, en concentraciones muy bajas
o nulas de citoquininas no existe formacion de brotes (Afanor, A, 2005, pp. 340-
356). Por tal razén, los tratamientos T1, T2 y T5 mantuvieron los mayores
promedios de numeros de brotes por tratamiento y los tratamientos T7 y T8
mantuvieron un bajo nimero de brotes por tratamiento en ambas variedades de
rosa. Por otro lado, como se puede observar en las figuras 31A y 32A la mayoria
de las hojas de los explantes se tornaron de un color amarillento. Esto debido a
la gran cantidad de brotes generados, lo que provoco el agotamiento de los
nutrientes del medio por parte de la planta y competencia por el espacio y los

nutrientes. (Careli, B., y Echeverrigaray, S, 2002)

En cuanto a las concentraciones de sales inorganicas como KNOs3 (2850 mg/L),
KH3PO4 (340 mg/L) y NH4NO3s (1650 mg/L), del tratamiento T1, también tienen
un efecto significativo en la multiplicacibn de brotes por tratamiento de
“minirosas. En un estudio realizado por Zeng y otros (2013, pp.401-409)
establecio que un incremento en el cociente entre las concentraciones de

NH4*/NOs™ es un factor importante para la multiplicacion in vitro de brotes de
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Rosa x hybrida (minirosa roja), puesto que disminuye la multiplicacion de brotes.
De igual forma en otro estudio realizado se demostré que un alto contenido de
fésforo en el medio estimula la multiplicacion de brotes en Rosa x hybrida
(Rutledge, D, 2008). Similares resultados se obtuvieron en este estudio, puesto
que el tratamiento T1 presentd el mayor nimero de brotes por tratamiento de
“‘minirosa” debido a un mayor contenido de potasio en el medio y un menor

contenido de NHa4".

Estudios realizados con Rosa canina demostraron que aumentando la
concentracion de sacarosa en el medio existe un mayor crecimiento de yemas
axilares en menos tiempo debido a que aumenta el potencial osmético en el

medio de cultivo lo que acelera el desarrollo de brotes. (Jorquera, M, 2007)

5.2.3. ldentificacion de variables significativas

Para la identificacion de las variables significativas en la multiplicacion de brotes
en “minirosas” e “hibrido de té” se realizé un diagrama de Pareto, de acuerdo a
las variables establecidas en la matriz del disefio experimental de Plackett-
Burman (tablas 3 y 4 capitulo Ill. Disefio experimental). El diagrama de Pareto
indic6 que las variables mas influyentes estadisticamente en la multiplicacion de
brotes de “minirosas” son el 6-bencilaminopurina (6-BAP), la sacarosa, el nitrato
de potasio (KNOs3) y el acido naftalenacético (ANA) (figura 33A). Estos datos

fueron obtenidos mediante el programa estadistico Minitab 17.

En “hibrido de té” las variables mas significativas en la multiplicacién de brotes
fueron en primer lugar la sacarosa y en segundo lugar el 6-bencilaminopurina
(figura 33B). La variable respuesta de ambas variedades de Rosa hybrida fue el
namero de brotes a los 45 dias de siembra en medios de multiplicacion (medio
MS suplementado segun los 8 tratamientos del disefio experimental Plackett-
Burman). El analisis estadistico se realizd con un nivel de significancia de 0.05
(a =5%).
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Figura 33: Diagrama de Pareto de efectos significativos de cada una de las variables planteadas
en el disefio factorial de Plackett-Burman. (A) Diagrama de Pareto en “minirosas”. (B) Diagrama

de Pareto en “hibrido de té”.

El disefio factorial Plackett-Burman indicé a través de los diagramas de Pareto
gue ambas variedades de rosa (figuras 33A y 33B) poseen tres variables
significativas en comun para la multiplicacién de brotes de “minirosa” e “hibrido

de té”. Estas variables son 6-BAP, sacarosa y ANA.

Se han realizado varios estudios acerca del efecto del 6-BAP en el desarrollo de
brotes axilares en explantes de variedades de rosas in vitro. En un trabajo de
investigacion realizado por Jayasree y otros (2008, pp. 56-68) evaluaron
diferentes composiciones de medio MS suplementados con 2-4 mg/L de kinetina
y 2-4 mg/L de BAP individualmente. Determinaron que el medio con 4 mg/L de
6-BAP promovio la induccion de mdltiples brotes, en los medios suplementados
con 2 mg/L de 6-BAP y 2 mg/L de kinetina presentaron brotes largos con el mayor
namero de hojas. Igualmente en otro estudio comparativo realizado por Nak
Udom y otros (2009), evaluaron los efectos de algunos reguladores de
crecimiento en un sistema de generacion de brotes in vitro en Rosa hybrida L.,
compararon la accion de cuatro citoquininas (6-BAP, kinetina, TDZ y zeatina) y

determinaron que el efecto del TDZ era mejor en cuanto a la formacién de brotes
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en Rosa hybrida L. Sin embargo, este regulador provocaba que las hojas se
tornaran de un color amarillento al cabo de algunos dias inhibiendo su
crecimiento a largo plazo. Por lo tanto, al igual que los resultados que obtuvieron
Nak Udom y otros (2009, pp. 45-77)), los resultados obtenidos en el presente
estudio indicaron que la citoquinina 6-BAP a una concentracién de 3 mg/L junto
con bajas concentraciones de ANA en medio MS era el mejor tratamiento para

obtencion de brotes in vitro de Rosa hybrida L

De igual forma en otro estudio realizado por Attia y otros (2012) establecieron un
protocolo de multiplicacion de brotes de Rosa hybrida L. donde evaluaron
diferentes concentraciones y combinaciones de 6-BAP y kinetina en la formacion
inicial de brotes, multiplicacion de brotes y enraizamiento. Para la fase inicial de
formacion de brotes establecieron que el mejor tratamiento tenia una
concentracion de 2 mg/L de BAP y 2 mg/L de kinetina, con lo cual obtuvieron
85% de formacion de brotes. El menor porcentaje lo obtuvieron de un tratamiento
sin reguladores de crecimiento. Sin embargo la mayor tasa de multiplicacién de
brotes fue del tratamiento con MS suplementado con 3 mg/L de BAP y 1 mg/L
de kinetina mientras que la menor tasa de multiplicacion de brotes fue del
tratamiento 8 suplementado con 1 mg/L de BAP y 1 mg/L de kinetina. Similares
resultados fueron obtenidos en este estudio, donde la concentracion optima de
6-BAP en el medio fue de 3 mg/L y la concentracion menos eficiente fue de 1
mg/L. Sin embargo, Shabbir y otros (2009) determinaron que a pesar de que el
6-BAP es la mejor citoquinina en cuanto a multiplicacion de brotes de Rosa
hybrida, concentraciones muy altas de 6-BAP tienen un efecto inhibitorio en el
crecimiento de brotes en el explante, puesto que un exceso de 6-BAP resulta
toxico para la planta lo que provoca marchitez de las hojas, necrosis y muerte
del explante. También otros autores mencionan la formacion de callos cuando la

concentracion de citoquininas es muy alta (Villanueva, F et al, 2013).

Los efectos de las citoquinas en la multiplicacion de brotes a partir de yemas
axilares, son varios, entre estos son: regulacion de la division celular,
diferenciacion de tejidos y control de la senescencia celular. El 6-BAP al ser una
citoquinina, participa en la fase M del ciclo de la mitosis, lo que favorece la

division celular. (Godoy, L et al, 2005). Ademas, estimula el crecimiento del
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explante aumentando su plasticidad, retrasan la senescencia celular sintetizando
proteinas estabilizantes de clorofila y evita la degradacion de otras proteinas
existentes, también evitan el pardeamiento de las hojas puesto que en presencia
de luz, el 6-BAP interviene en la sintesis y maduracion de cloroplastos y favorece
la produccion de proteinas fotosintéticas. Otro efecto benéfico del BAP es la
eliminacioén de radicales libres que producen la oxidacién y necrosis. (Gonzalez,
R et al, 2009).

En cuanto a la sacarosa, el tratamiento T1 presentd el mayor numero de brotes
en comparacion con los otros tratamientos y el segundo mejor tratamiento fue el
T2 en ambas variedades. Los dos tratamientos se componen de una alta
concentracion de sacarosa en el medio (50g/1), lo que se puede determinar que
altas concentraciones de sacarosa inducen un mayor crecimiento de niumero de
brotes en “minirosa” e “hibrido de té”. Se han desarrollado algunos trabajos de
investigacion sobre el efecto de distintas concentraciones de sacarosa en el
medio de cultivo para propagacion in vitro de especies vegetales. En estudio
realizado por Borges y otros (2008, pp. 56-73) evaluaron el efecto de distintas
concentraciones de sacarosa en la conservacion in vitro de coco, donde
determinaron que existe diferencia significativa mientras mas alta es la
concentracion de sacarosa. Obtuvieron como resultados que una concentracion
de 60g/l de sacarosa en el medio produce una mayor multiplicacion de brotes. El
efecto de la sacarosa en la multiplicaciéon de brotes puede atribuirse a los
cambios causados en las fitohormonas enddgenas de la planta lo que produce
un mejor desarrollo de yemas axilares normales, esto posiblemente a una
variacion en el potencial osmoético del citosol o a la presencia de enzimas
asociadas a la utilizacién de la sacarosa. (Borges et al., 2008, pp. 56-73). Sin
embargo, en este estudio, se pudo observar que los explantes sembrados en los
medios de multiplicacion T1 y T2 desarrollaron hojas con una coloracion
amarillenta, especialmente en la variedad de “minirosa”. No obstante, dichos
sintomas no fueron severos lo que no impidié que el material afectado continte
su crecimiento normalmente. Resultados similares obtuvieron Troncoso y otros
(2014) cuando evaluaron el efecto de la sacarosa en cultivo in vitro de vid.

Establecieron que las hojas de los explantes se tornaron de un color amarillento
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debido al volumen de brotes originados por tratamiento. También hacen
referencia que al existir una gran cantidad de hojas en un espacio pequefio se
va a producir una competencia por espacio y nutrientes, o que ocasiona que
algunas hojas no dispongan de una mayor cantidad de clorofila y por ende
pierdan su color verde. Igualmente en otro estudio realizado por Zeng y otros
(2013, pp. 401-409) reportaron un protocolo de cultivo y floracion in vitro para la
variedad de “minirosa” donde la mejor concentracion de sacarosa fue de 50 g/l
con lo que obtuvieron un 52.33% de multiplicacibn en comparaciéon con
tratamientos con menores cantidades de sacarosa. Establecieron que en medios

con concentraciones menores a 20g/l de sacarosa no existe formacion de brotes.

A diferencia del 6-BAP y la sacarosa, la auxina ANA tuvo influencia solamente
en la multiplicacién de brotes de “minirosa” mas no en “hibrido de té” esto
posiblemente a que existe una diferencia entre la cantidad de auxinas endégenas
de ambas variedades (Zeng, et al., 2013, pp. 401-409). La concentracion de
auxina en los medios T1 y T2 fue de 0.1 mg/L. Las concentraciones bajas de
auxina en combinacién con citoquininas promueve el desarrollo de multiples
brotes, puesto que induce la elongacién de las células. (Attia et al., 2012, pp.764-
795). Sin embargo, se ha demostrado en diversos estudios que altas
concentraciones de auxina en el medio interfiere en la multiplicacion de brotes,
esto porque las auxinas como ANA mantienen la dominancia apical de las
células, debido que su transporte es mediante un mecanismo dependiente de
energia alejandose desde el punto apical de la planta hasta su base. Este flujo
inhibe la formacion de brotes axilares a lo largo del tallo y promueve la
elongacién. (Gonzalez et al., 1999, pp. 13-22). Por otro lado, se han reportado
estudios donde indican que altas concentraciones de una auxina (ANA) o varias
auxinas combinadas en el medio de cultivo inducen la formacién de callos a partir

de explantes de yemas axilares u hojas (Tang et al., 2004, pp. 94-113).

Por ultimo, otra variable significativa en la multiplicaciéon de brotes de “minirosa”
es el nitrato de potasio (KNOs). En el tratamiento T1 la concentracion de KNOs
en el medio fue de 2850 mg/L, por lo tanto la concentracion de K* aumento en el
medio de cultivo, lo que posiblemente ocasiond un incremento en el nUmero de

brotes. El efecto del potasio en la multiplicacion de brotes no ha sido
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ampliamente estudiado, sin embargo se cree que tiene participaciéon en la
sintesis de ATP y en el potencial osmotico, brinda una mayor rigidez a los tejidos,
estimula la sintesis de carbohidratos e interviene en la produccion de clorofila.
Por tal razon, una mayor concentracion de potasio en el medio de cultivo estimul6

el desarrollo temprano de brotes axilares de Rosa x hybrida (Texeira, D. , 2010).

5.3. Fase lll: Establecimiento de un protocolo especifico de multiplicacion de
brotes.

Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA y la prueba de contaste de medias de
Duncan a los resultados obtenidos a los 15 dias de siembra en medios de
multiplicacion del disefio 2x2 para ambas variedades de Rosa x hybrida. El
andlisis estadistico indico que si existe diferencia significativa (p<0.05) en cuanto
a los tratamientos en ambas variedades, con lo que se rechaza la hipétesis nula
y se acepta la hipotesis alternativa. También la desviacién estandar de los
tratamientos indica que no hay un alto grado de variacion de los resultados de
las repeticiones bajo las mismas condiciones, por lo que existe reproducibilidad

y repetitividad de los tratamientos.

Las barras reflejadas en la figura 34A representan el promedio del numero de
brotes por tratamiento de “minirosa”, del disefio factorial 22 (Tabla 5 y 6 del
capitulo Ill. Disefio experimental). Los resultados determinaron que el
tratamiento TA (3 mg/L de BAP + 50 g/L de sacarosa) tuvo un mayor numero de
brotes por tratamiento con un promedio de 12.7 brotes a los 15 dias de siembra,
siendo este el tratamiento con mayor diferencia significativa segun la prueba de
contaste de medias de Duncan. El tratamiento TC obtuvo el segundo valor mas
alto de numero de brotes por tratamiento de minirosa con un promedio de 7
brotes a los 15 dias de la siembra. Seguido del tratamiento TB con un promedio
de 3.4 brotes por tratamiento y por ultimo el tratamiento TD present6 el menor
namero de brotes con un promedio de 2.6 brotes a los 15 dias de siembra (Figura
35).
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En cuanto al “hibrido de té” los resultados fueron similares a los de “minirosa”.
Las barras reflejadas en la figura 34B representan el niumero de brotes por
tratamiento de “hibrido de té”. Los resultados arrojaron que al igual que en
“‘minirosas” el tratamiento TA presenté el mayor numero de brotes con un
promedio de 9.3 brotes por tratamiento, siendo este el tratamiento con mayor
diferencia significativa segun el analisis estadistico de la prueba de Duncan. El
tratamiento TC present0 el segundo valor mas alto de ndmero de brotes, con un
promedio de 6.6 brotes por tratamiento, seguido del tratamiento TD con un
promedio de 2.1 brotes y por ultimo el tratamiento TB con un promedio de 1.6

brotes a los 15 dias se siembra (Figura 36).
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Figura 34: Namero de brotes del disefio factorial 2x2 para la multiplicaciéon de brotes de dos
variedades de Rosa x hybrida (hibrido de té y minirosas) a los 15 dias de siembra. (A) NUmero
de brotes en “minirosas”. (B) Numero de brotes en “hibrido de té”. Control: MS basal sin

reguladores de crecimiento

a) TA:3mg/L 6-BAP + 50 g/L de sacarosa

b) TB: 3mg/L de 6-BAP + 30 g/L de sacarosa
c) TC: 1mg/L de 6-BAP + 50g/L de sacarosa
d) TD: 1 mg/L de 6-BAP + 30 g/L de sacarosa

e) Control: MS basal sin suplementos hormonales
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Figura 35: Explantes de “minirosa” en medios de multiplicacion de brotes del disefio factorial 2x2.
(A) Tratamiento TA, (B) Tratamiento TB, (C) Tratamiento TC (D) Tratamiento TD

Figura 36: Explantes de “hibrida de t¢” en medios de multiplicacion de brotes del disefio factorial
2x2. (A) Tratamiento TA, (B) Tratamiento TB, (C) Tratamiento TC (D) Tratamiento TD
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Los tratamientos realizados en el disefio factorial 2x2 para el establecimiento de
un protocolo especifico de multiplicacion de brotes, fueron formulados de
acuerdo a las dos variables mas significativas obtenidas en el disefio
experimental Plackett-Burman (BAP y sacarosa). El tratamiento mas eficiente en
ambas variedades fuel el tratamiento TA que tiene una combinacion de 3 mg/L
de 6-BAP y 50 g/L de sacarosa junto con 0.1 mg/L de ANA en medio MS, el cual
presentod 12.2 brotes a los 15 dias en la variedad “minirosa” y 9.3 brotes a los 15
dias en la variedad “hibrido de té€”. Por el contrario, el tratamiento menos eficiente
para la obtencién de multiples brotes es el tratamiento TD en “minirosas” y el
tratamiento TB en “hibrido de té. El tratamiento TD presentd un promedio de 2.6
brotes a los 15 dias en la variedad “minirosa” y el tratamiento 2 present6 un
promedio de 1.6 a los 15 dias. Por lo que se puede decir que niveles bajos de 6-
BAP (1 mg/L) y sacarosa (30 g/L) en el medio, disminuye la velocidad de
crecimiento de brotes obteniendo una baja tasa de multiplicacién, mientras que
a concentraciones altas de 6-BAP (3 mg/L) y sacarosa (50 g/L) incrementa el la

tasa de multiplicacion de brotes en ambas variedades.

Resultados similares obtuvieron Nak-Udom y otros (2009, pp. 567-581) los
cuales evaluaron 5 concentraciones de BAP (0, 1, 3, 6 y 9 mg/L), 5
concentraciones de ANA (0, 0.01, 0.1y 1 mg/L) y 5 concentraciones de sacarosa
(20, 30, 40,50y 60 g/L) para la micropropagacion de la variedad de Rosa hybrida
“perfume delight”. Obtuvieron un 100% de explantes con brotes formados en
concentraciones de 3 mg/L de BAP, 0.01 mg/L de ANA y 60 g/L de sacarosa,
con lo cual determinaron que dicha formulacion de medio es la mas eficiente

para la multiplicacién de brotes de Rosa hybrida.

Es importante recalcar que la formacion de brotes, estan determinados por el
genotipo, tipo de explante, fitohormonas enddgenas propias de la planta y
hormonas exogenas afiadidas al medio. Por lo que la respuesta a los reguladores
de crecimiento, requerimientos nutricionales, concentracibn de sacarosa,
condiciones fisicas como la temperatura y la luz, entre otros, seré diferente para
cada genotipo. Por lo tanto, es necesario establecer un protocolo especifico para
cada uno ellos, con el objetivo de lograr tasas de multiplicaciébn Optimas.
(Venkatchalam , et al, 2009)
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Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

Se logro identificar las variables significativas para la multiplicacién de brotes in
vitro de dos variedades de Rosa x hybrida. Estas variables fueron la 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y la sacarosa para ambas variedades; y el nitrato de
potasio y el acido naftalenacético (ANA) solamente para la variedad de
“‘minirosa”. La concentracién de 6-BAP 6ptima para la multiplicacion de brotes
fue de 3 mg/L y la de sacarosa fue de 50 g/L para ambas variedades. La
concentracion de nitrato de potasio recomendable en el medio de cultivo para la
variedad de “minirosa” fue de 2850 mg/L y la de ANA fue de 0.1 mg/L. La
citoquinina BAP y la sacarosa tuvieron una accion directa sobre el crecimiento
de numero de brotes, esto debido a que las citoquininas promueven la divisién
celular mediante la sintesis de proteinas y la sacarosa mejora la capacidad

fotosintética de la planta.

Se establecio un protocolo de desinfeccion de explantes de yemas axilares para
ambas variedades de Rosa x hybrida, mediante el cual se obtuvo un 50% y
63.3% de explantes viables para “minirosa” e “hibrido de té” respectivamente. El
mejor tratamiento de desinfeccion fue el tratamiento 3 para ambas variedades,
compuesto por una concentracion de hipoclorito de sodio de 10% v/v con un

tiempo de inmersién de 10 minutos.

Se determiné que el tratamiento T1 tuvo la mayor velocidad de crecimiento, con
un desarrollo de 1.6 mm.dia* en “minirosa” y 1.2 mm.dia* en “hibrido de té”. De
igual forma, el tratamiento T1 presentd la mejor tasa promedio de multiplicacion
de brotes a los 45 dias, con un promedio de 46.7 brotes por tratamiento en
“minirosa” y 39.7 brotes por tratamiento en “hibrido de té”. La combinacion y
concentraciones de reguladores de crecimiento, sales inorganicas y sacarosa en
el medio de cultivo del tratamiento T1, favorecio el crecimiento de los explantes
en ambas variedades, debido a que este tratamiento presenté los requerimientos

nutricionales necesarios de la “minirosa” e “hibrido de té”.
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Finalmente, se logrd establecer un protocolo especifico de multiplicacion de
brotes para ambas variedades de rosa, a partir de las variables significativas
obtenidas en la fase Il con el disefio experimental Plackett-Burman. Se encontré
el balance adecuado entre los reguladores de crecimiento (6-BAP y ANA) vy la
concentracion de sacarosa lo que permitié la obtencion de multiples brotes de
ambas variedades de Rosa x hybrida. Se determin6 que el tratamiento TA (MS
suplementado con 3 mg/L de BAP, 50 g/l de sacarosa y 0.1 mg/L de ANA) tuvo
el mayor crecimiento de nimero de brotes por tratamiento en 15 dias en ambas
variedades con un promedio de 12.7 brotes por tratamiento en “minirosas” y 9.3

brotes por tratamiento en “hibrido de té”. .
6.2. Recomendaciones

Se recomienda la aplicacion de una solucién de antibiotico en la fase de
desinfeccién de yemas axilares de rosa, para lograr eliminar la contaminacién
bacteriana en su totalidad y por ende aumentar el porcentaje de viabilidad de los

tratamientos.

En la fase de multiplicacion se recomienda cambiar de medio de cultivo a los
explantes cada dos semanas debido a que el acelerado crecimiento del nimero
de brotes, puede ocasionar el agotamiento de nutrientes del medio, causando la

marchitez o muerte del explante.

Se recomienda la continuidad de este estudio a un proceso de floracién in vitro

de ambas variedades de rosa estudiadas.
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Anexo 1

Tabla 6:

Composicion de macro y micronutrientes de medios de cultivo Murashige y

Skoog basal.

Macronutrientes

Elemento

CaCl;
KHoPO4
KNO3
MgSOs - 7H,0
NHsNO3

Micronutrientes

Elemento

CoCl; - 6H20
CuSO; - 5H20
Na>MoO, - 2H,0
H3BO3
Kl
MnSQO;, - H0O
ZnS04-7H,0
Na;EDTA

Tomado de Murashige, T y Skoog, F, 1962.

Concentracion
(mgi/L)
332
170
1900
370
1650

Concentracion
(mgi/L)
0,025
0,025
0,25
6,2
0,83
16,9
8,6
27,8
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