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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion titulado Evaluacion de tres niveles de auxinas
y citoquininas para la obtencion de plantas madre de Rosa (Rosa sp.) variedad
Freedom en condiciones in vitro, fue realizado en la Facultad de Agronomia-
UMSA, donde los objetivos fueron los siguientes: evaluar el desarrollo de explantes
de Rosa (Rosa sp.) variedad Freedom en el medio de cultivo establecido, evaluar el
riesgo de contaminacion y oxidacion en la fase de establecimiento del cultivo de
Rosa (Rosa sp.) variedad Freedom, encontrar la concentracién optima de auxinas y
citoquininas para el establecimiento de Rosa (Rosa sp.) de la variedad Freedom en
condiciones invitro, donde se utiliz6 como material vegetal a introducir yemas
aterales de Rosa (Rosa sp.).Los tratamientos fueron distribuidos en un disefo
completamente al azar con arregld bifactorial, con nueve tratamientos y diez
repeticiones, donde cada tratamiento estaba conformado por distintos niveles de
concentracion de BAP (6-Benzil amino-purina) ANA (Acido Naftalenacetico). Donde
se determiné con mayor altura de planta y mayor nimero de hojas al tratamiento
conformado por la concentracion de 0,1mg/l de ANA (Acido Naftalenacetico), y
2,5mg/l de BAP (6-Benzil amino-purina), dando como promedio una altura de de
vitroplanta de 40,34 mm. Con un numero de 8 hojas en promedié. Asi mismo el
porcentaje de brotacion es de 85,56%, porcentaje de sobrevivencia 88,89%,

porcentaje de contaminacion 15,56% y porcentaje de oxidacién 31,11%.



SUMMARY

The present research work entitled evaluation of three levels of auxins and
cytokinins to obtain plant mother of Rosa (Rosa sp.) variety Freedom conditions in
vitro was performed at the Faculty of Agronomy-UMSA, where the objectives were:
to assess the development of explants of Rosa (Rosa sp.) variety Freedom in the
culture medium established, assessing the risk of contamination and oxidation in the
phase of establishment of the cultivation of Rosa (Rosa sp.) variety Freedom,
finding optimal concentration of auxins and cytokinins to the establishment of Rosa
(Rosa sp.) of the variety Freedom in invitro conditions, where it was used as plant
material to introduce lateral buds of Rosa (pink sp.). The treatments were distributed
in a completely randomized design with bivariate, arranged with nine treatments and
ten replications, where each treatment was conformed by different levels of
concentration of BAP (6-benzyl furan) ANA (naftalenacético acid). Where it is
determined with greater plant height and greater number of leaves made of
treatment by the concentration of 0, 1 mg/l of ANA (naftalenacético acid), and 2, 5
mg/l BAP (6-benzyl furan), giving an average a height of from 40,34 mm vitroplanta
With a number of 8 sheets in averaged. Same way sprouting percentage is 85,56%
percentage of survival 88,89%, percentage of pollution 15.56% and percentage of
oxidation 31.11%.

Xi



1. INTRODUCCION

La rosa es una planta de gran interés comercial, actualmente es una de las flores
mas conocidas y cultivada como flor cortada debido a su insuperable belleza, la

amplia variedad de colores y combinaciones llegan a tener una gran demanda.

El principal problema del cultivo de rosas en nuestro medio, es la obtencion de
plantas de alta calidad que estén libres de plagas y enfermedades, y por esta razén
el agricultor opta por importar rosas de otros paises encareciendo sus costos de

produccién.

La rosa se propaga por via asexual y sexual. Actualmente la forma de propagacién
mas utilizada es asexualmente a través de esquejes, acodos y estacas y

micropropagacion in vitro.

Esta ultima plantea una serie de ventajas, como es la alta eficiencia de
multiplicacion de individuos superiores libres de patdgenos, pues a partir de
explantes o porciones de tejidos se obtiene una descendencia masiva que genera
una gran cantidad de plantas completas con alta calidad fitosanitaria. La
produccion de rosa en nuestro pais actualmente a obtenido una gran importancia

econOmica debido a la gran demanda de flor de corte que plantean los mercados.

Por lo tanto la utilizacion de la micropropagaciéon in vitro favorece con varias
ventajas como es la alta tasa de multiplicacién donde a partir de una muestra de
tejido como son yemas apicales y laterales, se llegan a obtener una gran cantidad

de vitroplantas.

El presente trabajo tiene como propdsito obtener el medio de cultivo éptimo para
lograr el establecimiento del cultivo de rosa en condiciones in vitro con la finalidad
de generar plantas madres que se encuentren libres de patdégenos vy

enfermedades.



1.1. Antecedentes

Portillo (1999), indica que la micro propagacion in vitro desde sus inicios plantea
una serie de ventajas, como lo es la alta eficiencia en la multiplicacion de individuos

superiores libres de patdégenos

Medina (2005), seflala que una alternativa para la propagacion de rosa es la
micropropagacion que consiste en tomar células o tejidos de la planta
preferiblemente de origen meristematico, por tanto la micropropagacion permite la
reproduccion de miles de plantas por metro cuadrado y tienen la ventaja de que si
el ejemplar parental esta sano, todas las plantas que se originen a partir de él, son

sanas.

Margara (1988), indica que es necesario uno 0 mas sustancias reguladoras de
crecimiento, frecuentemente auxinas y/o citoquininas, pero a veces también
giberelinas, acido abscisico o etileno para mejorar el desarrollo del cultivo in vitro

de tejidos y 6rganos.

Murashige Skoog (1962), menciona que la iniciacion de raices y brotes en las
plantas, se encuentran reguladas basicamente por la interaccion entre auxinas y
citoquininas, a si una relacion de auxina-citoquinina menor a uno favorece la
brotacion, mientras que si es mayor a uno se induce el enraizamiento de los

explantes.

De acuerdo a lo que indican Mangara y Murashige Skoog la interaccién entres
hormonas de crecimiento principalmente auxinas Yy citoquininas ayudan al
desarrollo de los explantes en condiciones in vitro, por la misma razon se llega a
realizar el trabajo de investigacion usando reguladores de crecimiento para un
mejor desarrollo y crecimiento de vitroplantas de Rosa (Rosa sp.) variedad

Freedom.



Weld (2008), sefiala que se llegaron a alcanzar porcentajes altos de sobrevivencia
en la fase de establecimiento en rosas usando el medio de cultivo MS vy

concentraciones hormonales de AIA y BAP.

Usando auxinas y citoquininas en el medio de cultivo dan resultados optimos en el
desarrollo de Rosas, de acuerdo a lo sefialado por Weld se llegan a tener
porcentajes altos de sobrevivencia en la fase de establecimiento, lo cual apoya a la

investigacion donde se usan concentraciones de BAP (citoquinina) y ANA (auxina).

Pérez (1998), indica que un balance adecuado entre auxinas y citoquininas en el
medio de cultivo es necesario para la para la formacion de plantas a partir de
meristemos, apices o yemas. Este balance estd determinado por las
concentraciones enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en el explante.
Algunas especies son cultivadas sin adicion de ningun regulador externo

probablemente debido a que exista suficiente cantidad endégena de hormonas.

Siguiendo el criterio de Pérez se debe tomar en cuenta el balance entre
reguladores de crecimiento, usando niveles de concentraciones recomendados en
investigaciones que dieron Optimos resultados y respetando los pardmetros dados

para el uso de cada regulador de crecimiento.

Hu y Wang (1983), reportan que el 85% de los medios de establecimiento se
utilizan citoquininas, las mas empleadas han sido las 6 Benzilaminopurina (6 BAP)
(68%), la kinetina (23%) y el 2ip y zeatina (9%).

1.2. Justificacion

La rosa es apreciada como flor de corte debido a que es una especie con una

amplia demanda en el mercado interno y externo.



Actualmente el cultivo de rosas se realiza en campo e invernadero usando los
métodos de propagacion tradicionales como ser esquejes y estacas, con estos
meétodos se llegan a obtener plantas con baja calidad de flor y baja calidad
fitosanitaria, que se debe principalmente al ataque constante de plagas y

enfermedades (Quiroz, 2014).

Otro de los problemas frecuentes que se presenta en el cultivo de Rosa (Rosa sp.)
es la dificultad de enraizamiento que se presenta principalmente en variedades

hibridas como ser la variedad Freedom y la variedad Samantha (Alvarado, 2010).

Por estos problemas mencionados el productor no llega a cubrir la demanda, ni las
exigencias del mercado, por tanto opta por importar rosas de otros paises
presentando mejor calidad floral, de esta manera llegan a satisfacer las exigencias
y demandas del mercado interno, por tanto se plantea el cultivo in vitro como una
alternativa para la propagacion de rosas, donde las técnicas de cultivo de tejidos
ofrecen muchas facilidades para la produccion intensiva de material vegetal, libre
de enfermedades sistémicas y no sistémicas. Asegurando asi una homogeneidad
en la produccion y alta calidad de flor ya que de estos factores depende la

aceptacion del mercado.

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo General

- Evaluacion de tres niveles de auxinas y citoquininas para la obtencion de

plantas madre de Rosa de la variedad Freedom en condiciones in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

— Evaluar el desarrollo de explantes de Rosa variedad Freedom, en el medio

de cultivo establecido.



- Evaluar la contaminacion y oxidacion en la fase de establecimiento de Rosa

(Rosa sp.) variedad Freedom.

- Encontrar la concentracion Optima de auxinas y citoquininas para el

establecimiento de la Rosa variedad Freedom en condiciones in vitro.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas Botanicas del Cultivo de Rosas

Rojas (2003), menciona que las rosas son Plantas lefiosas o arbustivas o
herbaceas de hojas simples o compuestas, estipuladas, alternas. Inflorescencias

racimosas de diversas formas, con flores actinomorfas hermafroditas.

Aalsmeer (2003), indica que las rosas son arbustos lefiosos compuestos que brotan
en disposicion espiral sobre los tallos con respecto a la flor principal; los brotes y
tallos generalmente tienen algunas hojas labiales en la base. Los grupos mas
importantes son las rosas de flor grande o hibridos de té (Tea- hybrids) con una o
mas flores por tallo, las polyantha con ramilletes de muchas flores pequefas, los
hibridos floribunda y glandiflora, con un numero de flores intermedio entre aquellas

de los dos grupos anteriores.

Las variedades pueden distinguirse por su color, la forma del talamo, posicion de
los sépalos, la forma de los pétalos, del botdn y de la flor abierta. En la mayoria de
las especies de rosa las flores tienen cinco sépalos y treinta pétalos pero

actualmente se han desarrollado variedades con muchos mas pétalos.

Produce (s.f), indica que la rosa es un arbusto lefioso es caducifolia, por lo que

tiene un periodo de dormancia.



En la actualidad se divide en tres tipos:
— De flor grande (hibrido de te).
— Sweet hearts(pequefias).
— Spray(en ramillete) los cuales se dividen en:
i.  Hibridos de te
ii. Freedom (rojo)
iii.  Black magic (rojo)

iv.  Romeo (rojo)

3.1.1 Usos

La rosa es una flor ornamentales gran utilidad enjardines por su vistosidad y
decoracién muy comercializada en el mercado de flores y floristerias, tanto la rosa
como otras ornamentales son cultivadas en jardines o invernaderos en diversas
formas y se ha especializado en los mercados nacionales e internacionales como
flor de corte. La Rosa también se encuentra dentro de las farmacopeas Europeas
ya que tanto su parte florar la usan para aceites, fragancias y son utilizadas en la

industria farmacéutica (Quiroz, 2010).
3.1.2 Caracteristicas de la Rosa variedad Freedom

Su flor es de color rojo de botén grande, seleccionada para ambientes frescos con
alta intensidad de luz, especialmente Sur y Centro América, las flores tiene una
larga vida en florero y se transporta muy bien, ya sea empacada en seco o
hidratada, por sus caracteristicas es ideal para los mercados Americanos,

Europeos, Rusos y Nacionales (Rosen,2005).

— Variedad: Freedom
— Cddigo: 97544

— Obtentor: Rosen Tantau



— Color: Rojo

— Productividad: 1,2 tallos planta/ mes
— Numero de pétalos: 30-35

— Tamaiio del boton: 5,5-6,5cm

— Tendencias de longitud: 50- 80 cm

— Vida en florero: 14-17 dias

3.2 Macropropagacion

Sabja (1980), menciona que la macropropagacion es un sistema de propagacion de
bajo costo, ya que el material generalmente se saca a partir de ramas obtenidos
por podas, esto hace que se obtenga una gran cantidad de nuevas plantas y
guarden las mismas caracteristicas y calidad de la planta madre.

3.2.1 Acodos

Hatmant et al., (2002), este método de propagacion vegetativa provoca la
formacion de raices adventicias en un tallo que esta todavia adherido a la planta
madre, el cual posteriormente es separado, convirtiéndose en una nueva planta

gue crecera con sus propias raices.

3.2.2 Injertos de Yemas

Multiplicar rosas por injerto consiste sencillamente en tomar una yema de una
variedad e injertarla sobre un rosa silvestre que actia como patrén o porta injerto.
Los sistemas comunmente utilizados son de escudete y el injerto sobre la raiz. Los
patrones mas usados son Rosa canina, Rosa eglanteria o el hibrido 'Manetti'. De
esta yema que se injertd saldra un brote que daréa lugar a la copa (ramas, hojas y
flores). Esta es la forma que utlizan los viveros comerciales de rosales

ornamentales (Fuchs, 1950).



3.2.3 Estacas

Sabja (1980), indica que en la propagacién por estacas, se corta de la planta madre
una porcién de tallo o rama, después de lo cual, esa porcion se coloca en
condiciones ambientales favorables y se induce a que forme raices y tallos,
obteniéndose con ello, una planta nueva e independiente. En aquellas especies,
gue se pueden propagar con facilidad por estacas, este método tiene numerosas
ventajas, como son, el que a partir de unas cuantas plantas madres, sea posible
iniciar muchas nuevas plantas, en un espacio limitado; es econdémico, rapido y
simple ya que no requiere técnicas especiales y finalmente, la planta madre, por lo

general, se reproduce exactamente sin cambio genético en la descendencia.

3.3 Generalidades del Cultivo In Vitro

Pérez (1998), los origenes del cultivo in vitro se remontan a 1902 con los intentos
realizados por Haberland de cultivar células aisladas de plantas, quien postulo el
principio de la totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustentan

todas la técnicas del cultivo in vitro.

El cultivo in vitro, es el conjunto de técnicas y metodologias que permiten el cultivo
de partes de una planta tales como O6rganos, tejidos, células o simplemente
protoplastos en un recipiente que contienen sustancias nutritivas en condiciones
estériles y en un ambiente controlado. Esta técnica aprovecha la totipotencia de las
células vegetales, 0sea la capacidad de reproducir 6rganos con retofios y/o raices,
organogénesis en un medio de cultivo favorable en un recipiente (Mendoza, 1994;
citado por Villalaba, 2003).

Pérez (1998), los origenes del cultivo in vitro se remontan a 1902 con los intentos
realizados por Haberland de cultivar células aisladas de plantas, quien postulo el
principio de la totipotencia celular, que es la base teorica sobre la que se sustentan

todas la técnicas del cultivo in vitro.



In vitro significa sencillamente “en vidrio”, porque durante las primeras etapas del
proceso las plantas crecen en tubos de ensayo y matraces. Eta técnica se basa en
la “totipotencia celular, la capacidad de una célula vegetal de formar una planta

completa, bajo condiciones dadas en el cultivo in vitro (Hewstone y Reyes, 2011).

Vasil (1994), indica que a partir de los avances alcanzados en la regeneracion de
las plantas in vitro se ha desarrollado toda una industria de micropropagacion, que
se inicid por los paises desarrollados de Europa y Estados unidos y que en la
actualidad se ha extendido al resto del mundo incluyendo a paises de América
Latina, Asia y Africa. Esta industria esta compuesta por cerca de 600 compafiias en

el mundo con una produccion de mas de 500 millones de unidades por afio.

Pérez (1998), El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas
que permiten el cultivo en condiciones asépticas de 6rganos, tejidos, células y

protoplastos empleando medios nutritivos artificiales.

El término cultivo in vitro es considerado “cultivo de tejidos “siendo una herramienta
de la biotecnologia que permite el uso de un conjunto de técnicas que establecen el
cultivo en condiciones asépticas usando como material de partida: 6rganos, tejidos,

células, etc., empleando medios nutritivos artificiales (Espinoza, 2013).

Segun Murillo (2014), el término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a
diferentes técnicas de cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los
protoplastos (células desprovistas de su pared celular), células, tejidos, érganos y
plantas completas. Mediante estas y otras técnicas de cultivo, es posible obtener
plantas libres de microorganismos en un medio nutritivo aséptico (estéril) en

condiciones ambientales controladas.



3.4 Métodos de Regeneracion de Plantas

3.4.1 Organogénesis

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo
unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio unipolar a partir de una
yema con el subsecuente desarrollo de este en un brote vegetativo, existiendo
siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes
vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacion de
primordios de raices y el subsecuente enrizamiento final. Los brotes pueden
formarse directamente del explante (organogénesis directa) o indirectamente a
partir de callos. En contraste con la embriogénesis somatica, en la via
organogénica para lograr la formacion de una planta completa, ya sea por la via
directa o indirecta, se requiere de una secuencia de medios de cultivo, ya que
aquellos medios que favorecen en el desarrollo de los brotes inhiben la formacion

de raices y viceversa.

Espinoza (2013), indica este método fue uno de los primeros en ponerse en
practica, consiste en emplear explantes provenientes de raices, tallos, hojas,
embriones, anteras, meristemos y otros. Entre los mencionados el cultivo de
anteras, embriones y de meristemos son muy importantes porque tienen una

utilizacién frecuente en la propagacion y mejoramiento genético.

Cuando un o6rgano es cultivado en medios de cultivo llamado también medios
sintéticos , el crecimiento y desarrollo puede continuar de manera semejante a la
gue tenia en la planta madre o cambiar totalmente, por ejemplo un embrién aislado
de una semilla e inoculado en medio sintético puede crecer y desarrollarse
armonicamente hasta formar una planta completa ; sin embargo dependiendo de
los reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo se pueden
favorecer el desarrollo solo de los primordios foliares o radiculares del embrién,

existiendo un desarrollo desproporcionado en una de las dos partes , es posible
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también que los reguladores de crecimiento en los medios de cultivo puede inducir

la formacion de callos , meristemas, apical y yemas (Espinoza,2013).

a) Formacion de Yemas Axilares. Esta técnica se basa en la formacion de brotes
a partir de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas o primordios de
hojas, los cuales son divididos y subcultivados repetidamente (Hu y Wang, 1983),

Murillo (2014), entre los métodos para lograr la multiplicacién de propagalos in vitro,
la proliferacion de yemas axilares posibilita la estabilidad genética en las plantas
producidas y puede ser facilmente establecida en la mayoria de las especies. Es el

método que mayor popularidad ha alcanzado en los ultimos afios.

Segun Takayama y Akita (1996), Este método a pesar de no ser el mas rapido, ha
sido el mas utilizado para la propagacion comercial debido en primer lugar a la
facilidad con que se ha establecido en la mayoria de las especies y en segundo
lugar a la estabilidad genética de las plantas regeneradas, siendo el sistema de
regeneracion en el cual se reportan los menores indices de variacion genética. Su
principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos
costos por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en comparacion con
otros sistemas de regeneracion y escasa posibilidad de automatizacién del proceso
productivo. No obstante, existen posibilidades de automatizar algunas etapas del
proceso con la utilizacién de bioreactores.

b) Formaciéon de Yemas Adventicias. Con esta técnica es posible producir un
mayor numero de plantas por unidad de tiempo en comparacién con el método de
yemas axilares y a la vez presenta mayores posibilidades de mecanizacion-
automatizacion, existiendo ya varios ejemplos de utilizacion de birreactores para su
produccion (Akita y Col, 1994).

Sin embargo, al igual que el método de yemas axilares tiene la limitante de que el
proceso productivo es realizado en dos etapas: produccion de brotes y crecimiento-
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enraizamiento. Adicionalmente presenta el inconveniente de que puede ser una
fuente de variacion genética debido al propio origen unicelular de las yemas
adventicias (Reuveniy Col, 1985).

3.4.2 Embriogénesis Somética

Se ha definido como embriones somaticos, asexuales o adventicios los iniciados a

partir de células que no son el producto de la fusion de gametos (Tisserat, 1979).

Segun Litz y Jarret (1991), los embriones sométicos son estructuras bipolares, que
tienen un eje apical radical, aislados por un tejido epidérmico y no poseen conexion
vascular con el tejido matero. Estas estructuras bipolares deben ser capaces de

crecer y formar plantas normales.

Este método es ampliamente considerado como el mas eficiente para la produccion
masiva de plantas in vitro, debido a la naturaleza bipolar del embrién y la facilidad
con que puede ser automatizado todo el proceso productivo (Preil, 1991).

Redenbaugh (1986), indica que los altos coeficientes de multiplicacion en cortos
periodos de tiempo y la posibilidad de encapsular estas estructuras y obtener

semillas artificiales.

Su desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre la biologia del
proceso, siendo limitado el nimero de especies en los cuales se reporta una
embriogénesis somatica eficiente que permite un uso aplicado del método aun
cuando se reporta la embriogénesis somatica en un numero relativamente alto de
especies ; destacandose la zanahoria la alfalfa y el apio por su elevada capacidad
embriogénica , asi como por el numero de investigaciones realizadas y por los
éxitos obtenidos en el aumento de la eficiencia de la embriogénesis, encaminados
a la produccion se semilla artificial y a la multiplicaciéon masiva en medios liquidos

empleando bioreactores (Renbaugh,1986).
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3.5 Aplicaciones del Cultivo de Tejidos

3.5.1 Obtencion de Plantas Libres de Patégenos

Pudiera decirse que esta fue la primera aplicacién préctica de las técnicas de
cultivo in vitro. Desde la demostracion de que mediante el cultivo de meristemos
podian aislarse zonas de tejidos que escaparan a la infeccion viral y la posibilidad

de regenerar plantas libres de virus a partir de estos (Morel y Martin, 1955).

La obtencion de plantas libres de patdgenos es la base de la propagacion masiva
de plantas, pues con el mismo se puede multiplicar rapidamente el material de
siembra, existe el peligro de la diseminacion acelerada de microorganismos

Fitopatégenos junto con este (Pérez, 1998).

Es por esta razdn que debe asegurarse la completa sanidad de los explantes
iniciales, para lo cual la estrategia mas sencilla consiste en tomar los explantes de
plantas previamente diagnosticadas como libre de enfermedades; pero para
realizar esto es necesario contar con sistemas de diagnéstico suficientemente

seguros (Hernandez, 1997; citado por Murillo 2014).

Sin embargo, no siempre es posible contar con plantas saneadas y entonces es
necesario recurrir a un grupo de técnicas para el saneamiento. Entre las técnicas
gue se utilizan estan el cultivo de meristemos, la termoterapia, a quimioterapia y

mas recientemente la electroterapia (Hernandez, 1995).

3.5.2 Propagacion Masiva

La propagacion de plantas es sin duda la mas popular de las aplicaciones del
cultivo in vitro, sus bases fueron establecidas desde los afios 50 y 60 y fue
realmente en las décadas del 70 y 80 que se establecié una verdadera industria de
micropropagacion (Kitto, 1997).
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Pérez (1998), menciona las principales ventajas de este sistema de propagacion se

pueden resumir en:

— Altos coeficientes de multiplicacion que permiten manipular volimenes elevados
de plantas en cortos periodos de tiempo.

— Introduccién rapida de nuevas variedades o clones.

— Produccién independiente de las condiciones ambientales.

— Incremento en los rendimientos debido al rejuvenecimiento y al saneamiento.

— Uniformidad en las plantas producidas.

— Mayor facilidad en la comercializacién.

La formacion de brotes a partir de apices yemas o meristemos y la subsecuente
regeneracion de plantas es el sistema mas sencillo de multiplicacion in vitro y son
mas de miles las especies en las cuales se ha logrado establecer esta técnica
(Murashige y Huang, 1987; citado por Murillo, 2014).

3.5.3 Conservacion de Germoplasma

El mantenimiento de bancos de germoplasma es una necesidad para los
programas de mejoramiento genético cuando este sea necesario. El cultivo in vitro
ofrece una serie de ventajas para la conservacion tales como el reducido espacio
necesario para almacenar un gran niamero de genotipos , el material puede ser
saneado de patdgenos y mantenido libre de estos, siendo posible multiplicar
rapidamente cuando es necesario, lo que permite disponer de las plantas en el

momento deseado (Kartha, 1981).

3.6 Micropropagacion

Se entiende por micropropagacion a cualquier procedimiento aseéptico que

comprenda la manipulacion en plantas, de 6rganos tejidos o células que produzcan
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poblaciones de plantulas y que permitan el desvié tanto del proceso sexual normal
como de la propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente
(Murillo, 2014).

Segun Medina (2005), la micropropagacion consiste en tomar células o tejidos de
la planta, preferiblemente de origen meristemético, que se encuentran en las
yemas. Lo que se hace en el laboratorio es programar esas células para que
formen tallos, luego se multiplican esos tallos y se aplica un programa de
enraizado, es decir, se cambian las condiciones hormonales para que forme raiz.
Una vez que la planta estd completa y que puede absorber nutrientes por raiz, se

lleva a un invernadero.

Carrillo (2004), sefiala que esta técnica se usa para propagar plantas a partir de
plantas madres por lo que las plantulas obtenidas son idénticas a la planta madre.

Hartmann y Hudson (1997), indican que la propagaciéon mediante cultivo in vitro se
caracteriza por las tasas potencialmente altas para multiplicacién de clones que
pueden lograrse en un tiempo relativamente corto las tasas teéricas mencionan que
de una plantita multiplicada geométricamente se puede predecir llegar a un millén
plantitas en 6 meses (con una tasa de 10 cultivos mensuales). Pero en la practica

se ha obtenido de 1 a 3 millones de plantas de helecho, fresa, lirio y orquideas.

La micropropagacion consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial
controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. El cultivo es asi una
herramienta muy util en los programas de mejoramiento, ya que tiene el potencial
de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo
selecto y con una tasa de multiplicacion ilimitada. Esto es posible gracias a la
propiedad de totipotencia que tiene las células vegetales; esto es la capacidad de
regenerar una planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados
(INTA, 2010).
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Espinoza (2013), menciona que la propagacion in vitro, también denominada
micropropagacion, es la aplicacion mas completa de cultivo de tejidos, de mayor
impacto y mas ampliamente utilizado en todos los laboratorios de biotecnologia
vegetal. Consiste en producir plantas conformes a la planta madre por las
estimulaciones de capacidades naturales de multiplicacion vegetativa de la especie
por la induccion de wuna nueva organogénesis de brotes y raices. La
micropropagacion aplicaciéon en la multiplicacion rapida de variedades nuevas o
introducidas recientemente, o en aquellas especies que tienen un bajo porcentaje
de reproduccién, también es usado ampliamente en programas de mejoramiento

genético.

3.6.1 Ventajas de la Micropropagacion

Murillo (2014), sefal las siguientes ventajas que presenta la micropropagacion in

Vitro:

a) Mayor rapidez en la introduccion de productos. La micropropagacion puede
introducir un producto en el mercado mas rapidamente que los métodos
comerciales: seleccion individual de las plantas elites, altos coeficientes de
propagacion, uniformidad en las plantas producidas, elevada produccion en

espacios reducidos.

b) Mayor calidad del producto. El valor del producto se incrementa como
consecuencia de: plantas libres de enfermedades, mejoramiento del fenotipo de

las plantas.

c) Mayor facilidad en la comercializacion. La comercializacion de las plantas
micro propagadas se facilita debido a: flexibilidad en la forma del producto,

facilidades en la transportacién y embarque, produccién durante todo el afio.
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3.6.2 Factores Limitantes de la Micropropagacién

a) Costo de produccién relativamente alto. La micropropagacion a un requiere
un alto componente de mano de obra altamente calificada. Por tanto los costos en
muchas especies son mas altos que los métodos convencionales como la
producciéon de esquejes y la propagacion por semillas. La mano de obra puede
representar hasta un 70% del costo final, la produccion en paises con mano de
obra mas barata es solo una solucién temporal, se necesita métodos con costos

reducidos.

b) Aparicién de plantas fuera de tipo. Aun cuando la micropropagacion es una
tecnologia de clonacién, pueden ocurrir mutaciones durante las distintas etapas del

proceso, aunque la variabilidad es siempre un riesgo en este método.

c) No es aplicable a todos los cultivos. No todos los cultivos pueden ser
comercialmente propagados por micropropagacion a los niveles actuales de esta
tecnologia. Aunque existen muchos reportes cientificos en un variado nimero de
especies, estos alin no estan listos para su aplicacion a escala comercial y en otros
cultivos ningun sistema de regeneracion ha sido desarrollado hasta el momento, lo

cual limita la aplicacién de esta tecnologia.

3.7 Fases de la Micropropagacion

3.7.1 Fase 0 Seleccion de Materiales Vegetales

Espinoza (2013), menciona que esta fase es de suma importancia para garantizar
el éxito del proceso de micropropagacion, en esta etapa se selecciona el material
vegetal que se utiliza como material de partida o fuente de explante. Debe provenir
de plantas sanas y vigorosas, escogiendo aquellas plantas que se destaquen en la
poblacién a fin de garantizar la propagacion de un material con la mayor calidad

desde el punto de vista genético y sanitario.
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Inicialmente, esta fase fue concebida para tratar de reducir los problemas de
contaminacion que presentan comunmente en la Fase | (Debergh y Maene, 1981).

Sin embargo en la actualidad existe un consenso de que esta etapa es importante e
indispensable para el desarrollo de un esquema de micropropagacion eficiente y
repetible, por lo que cada vez se la va prestando mayor importancia. Tiene una
marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del proceso
tanto desde el punto de vista sanitario, fisiolégico como genético (Pérez ,1998;
citado por Murillo, 2014).

La iniciacibn de un proceso de micropropagacion solo tiene sentido cuando se
emplea un material adecuado. La constitucion genética de la planta es el primer
factor relacionado con la frecuencia de variantes somaclonales resultante del

proceso de propagacion (Evans y Bravo, 1985).

Pérez (1998), indica que en plantas ornamentales es comdn que la seleccion se
realice sobre plantas micropropagadas las cuales son cultivadas en condiciones
controladas (invernaderos) o areas aisladas, lo cual evita una serie de riesgos,
facilita la reimplantacién in vitro y ademas mejora el proceso de seleccion. El
estado fisiologico de la planta que dona el explante es de gran influencia en la
respuesta de los tejidos en cultivo, reportandose diferencias en los requerimientos
nutricionales y hormonales cuando los tejidos provienen de plantas con diferentes
edades fisioldgicas. Generalmente se utilizan plantas en estado de crecimiento

activo que muestran un desarrollo vigoroso y sano.
3.7.2 Fase | Establecimiento
El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento de cultivos axénicos y

fisiol6gicamente vigorosos con los cuales iniciar el proceso de multiplicacion
(Pérez, 1998).
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Los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento activas tienen un
mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A
medida que es mas joven y menos diferenciado el tejido que se va implantar, mejor

sera la respuesta in vitro.

El tamafio del explante es un factor importante que influye en la desinfeccion y
regeneracion de las plantas, a medida que el explante es mas pequefio es menor el
riesgo de contaminacion y mas dificil la regeneracion, mientras que con el aumento
del explante es mayor el peligro de contaminacion y mas rapido el crecimiento y la
regeneracion de plantas (Villalobos y Garcia, 1982).

Es posible utilizar una gran variedad de explantes para iniciar los cultivos in vitro,
sin embargo para los fines d propagacion comercial se emplean generalmente
meristemos o apices. La utilizaciébn de uno u otro tipo de explante depende de los
objetivos de la propagacion, si el objetivo es plantas libres de virus o enfermedades
sistémicas es necesario la utilizacion de meristemos, pero si por el contrario el
objetivo es solamente la multiplicacion de semilla y no hay peligro de diseminacion
de enfermedades o se parte de plantas diagnosticadas, es frecuente el empleo de
apices caulinares debido a que la manipulacién y la regeneracion de plantas es

mas facil (Villalobos y Garcia, 1982).

El objetivo de esta fase es obtener un cultivo aséptico de la especie que se requiere
multiplicar, el establecimiento incluye la desinfeccion y siembra del explante en
condiciones asépticas en medios de cultivo, esta fase termina con la obtencion de
un cultivo libre de contaminacién visibles y suficientemente adaptadas a las

condiciones in vitro (Espinoza, 2013).

3.7.3 Fase Il Multiplicaciéon

Como su nombre indica, el objetivo de esta fase es la produccion del mayor
numero posible de propagalos a partir de brotes establecidos los cuales son
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separados en condiciones estériles y cultivadas nuevamente en medio fresco para
inducir nuevos brotes operacion que se repite hasta lograr la cantidad de plantas
deseadas (Murillo, 2014).

3.7.4 Fase |lll Enraizamiento

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen hasta
formar plantas completas y desarrollan un sistema radicular que les permite ser
trasplantadas a un sustrato, pero no siempre esta fase es llevada a condiciones in
vitro, existe la posibilidad de hacerlo en recipientes con sustratos en condiciones de
laboratorio, sumergiendo los brotes antes de trasplantar en una solucidén

enraizadora (Espinoza, 2013).

3.7.5 Fase IV Aclimatacion

Los objetivos primarios de la fase de aclimatacion son: lograr la supervivencia de
las plantas al momento de trasplante y el crecimiento de las mismas hasta alcanzar
un desarrollo que le permite ser trasplantadas a campo abierto. Durante esta etapa
se produce un retorno gradual de las plantas a sus caracteristicas morfoldgicas
normales, después de esta etapa in vitro. La eficiencia en la aclimatacién es
trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado de esta dependera
en gran medida la eficiencia total del proceso y la calidad final de plantas (Murillo,
2014).

3.8 Cultivo de Meristemos

Penacho et al., (2007), indica que el cultivo de meristemos es el cultivo in vitro del

domo apical como una media que mide 100 x 100 ym mas los primordios foliares.

Gonzales (2007) y Rodriguez (2000), los meristemos, son tejidos embrionarios que

persisten en la planta durante toda su vida. Los mismos, son los responsables de



Su crecimiento permanente, gracias a su capacidad de sufrir mitosis y
diferenciacion; sus células son pequefias, tienen forma poliédrica, paredes finas y
vacuolas pequefias y abundantes; ademas, de estas células aparecen los demas

tejidos.

Carrillo (2004), sefiala que existen cinco tipos de meristemos, de acuerdo a su

posicion topografica en las plantas, los cuales se describen a continuacion:

a) Meristemos apicales: localizados en el 4pice de los érganos (tallos, raices,

glandulas, etc.).

b) Meristemos basales: localizados en la base de los 6rganos (espinas).

c) Meristemos intercalares: situados entre células diferenciadas (maduras),

contribuyendo al crecimiento en ambos lados.

d) Meristemos laterales: localizados en la periferia de los 6rganos, favoreciendo el

crecimiento en grosor.

e) Meristemos axilares: son los meristemos apicales de las yemas, situados en las

axilas de las hojas.

El cultivo de meristemos tiene numerosas aplicaciones. Una de ellas la mas
importante es la obtencion de plantas libres de virus, ya que esta pequefia zona de
tejido generalmente no es afectada por estos patdgenos vegetales. Otra muy
importante es la multiplicacion vegetal. La técnica permite también multiplicar
especies de plantas con reproduccion lenta o dificultosa (como las orquideas), o

acelerar la produccion de plantas bienales (Segretin, 2006).
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3.9 Explante

Moya (2001), menciona gue el explante se refiere a cualquier parte vegetal que ha
sido separada de la planta, que puede ser un tejido (fragmento de hojas, tallos,
raices completas, etc.), estructuras como las anteras y los ovarios, o bien células
individuales (como en el caso de los protoplastos). Con excepcion de los évulos y el
polen, los explantes estan constituidos por tejidos y/o células somaticos. Los
explantes tomados de plantas jévenes o de zonas de crecimiento activas tienen un
mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A
medida que es mas joven y menos diferenciado del tejido que se va implantar,

mejor sera la respuesta in vitro.

El tamafio del explante es un factor importante que influye en la desinfeccién y
regeneracion de las plantas, a medida que el explante es mas pequefio es menor el
riesgo de contaminacion y mas dificil la regeneracion, mientras que con el aumento
del tamafo del explante es mayor el peligro de contaminacion y mas rapido el

crecimiento y la regeneracion de la planta (Villalobos y Garcia, 1982).

Murillo (2014), indica que la seleccién de un adecuado explante inicial determina
mejores resultados en la regeneracion o formacion de las plantas in vitro. La
seccién de tejido utilizada varia en dependencia de las caracteristicas morfolégicas
de las diferentes especies, como regla general, se toma las yemas del tallo

principal y de los brotes axilares de las plantas.

3.10 Oxidacién Fendlica

Pérez (1998), las oxidaciones fendlicas pueden ocasiones constituir un serio
problema en el establecimiento y supervivencia de meristemos y apices, las cuales
se manifiestan como un ennegrecimiento del medio de cultivo por la zona cercana
al explante y puede extenderse a todo el medio produciendo una seria afeccion en

el crecimiento del explante, al que puede provocar la muerte. Este fendmeno es
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mas agudo en las especies lefiosas, aunque es reportado en amplio rango de
vegetales, constituyendo en multiples ocasiones una dificultad para el

establecimiento de los cultivos in vitro.

Cuando los tejidos son dafiados, por ejemplo durante la preparacion del explante,
los compuestos fendlicos que estan acumulados en grandes cantidades en las
vacuolas se mezclan con el contenido de los plastidios y otros organelos donde
estan confinadas las polifenoloxidasas y aparece la coloracidon negra o marrén

como consecuencia del proceso de oxidacion (Preece y Compton, 1991).

Pérez (1998), en general los fenoles son productos extremadamente labiles que se
oxidan con gran facilidad. Estos productos oxidados pueden ser fitotoxicos y a la
vez pueden incrementar los procesos de oxidacion, debido a que después de

oxidados se convierten a la vez en fuertes agentes oxidantes.

3.11 Medios de Cultivo

Espinoza (2013), se da el nombre de medio de cultivo al sustrato artificial de

composicién completa, utilizado para el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

Segun Gonzalez (2003), el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para el normal
desarrollo de una planta se ha empleado de una manera muy general para todos
los tipos de cultivo “in vitro”. Ademas, puede afirmarse que ha sido la utilizacién del
medio MS, junto con el empleo de fitohormonas apropiadas (citoquininas y
auxinas), lo que ha permitido el éxito de los trabajos sobre organogénesis en cultivo

“in vitro”.

Para el cultivo de meristemos y apices no existe un medio universal, sin embargo el
medio basal propuesto por Murashige y Skoog (1962) con algunas modificaciones
en sus ingredientes ha sido el mas frecuentemente utilizado, reportandose su

utilizacion en la mayoria de las especies propagadas in vitro (Kartha, 1981).

23



Hurtado y Merino (1994), indica que el éxito que se obtenga en cultivos vegetales
dependera del uso del medio adecuado, empleo de tejidos viables, incubacion,
calidad de reactivos, etc. Usando las sustancias quimicas necesarias y las
combinaciones apropiadas donde los medios de cultivo se componen de los
siguientes ingredientes: sales inorganicas, compuestos organicos, complejos

naturales y materiales inertes de soporte.

El medio de cultivo permite de forma artificial y bajo condiciones estériles puedan
vivir y multiplicarse células, tejidos y 6rganos separados del tejido que les dio
origen. Los medios de cultivo contienen macronutrientes, micronutrientes, ademas
de carbohidratos, usualmente la sacarosa puede remplazar el carbono que la
planta normalmente fija en la atmosfera por medio de la fotosintesis y compuestos
organicos en pequefias cantidades como vitaminas, aminoécidos y reguladores de

crecimiento (Espinoza, 2013).

3.12 Composicion del Medio de Cultivo

Los medios de cultivo deben ser preparados con sumo cuidado, ya que los diversos
productos que los conforman intervienen en cantidades pequefias. Un adecuado
medio de cultivo debe tener sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento,
aminoacidos y otros elementos inorganicos los que varian ampliamente respecto a
su composicion y concentracién. Los ingredientes del medio de cultivo se pueden
clasificar en: sales inorganicas, compuestos organicos, complejos naturales y

materiales inertes de soporte (Murillo, 2014).

3.12.1 Sales Inorganicas

Se dividen en macro y micro nutrientes, esta division se basa en la cantidad que
absorben las plantas ciertos elementos: calcio, magnesio, potasio, nitrégeno,
fosforo y azufré son requeridos por las plantas en grandes cantidades (g/l) y se les

llama macronutrientes. Otros como el hierro, magnesio, boro, cobre, zinc,
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molibdeno y cloro, se requieren en pequefias cantidades (mg/l o ppm) y se llama
elementos traza o micronutrientes (Barba, 2001).

Murillo (2014), para un rapido y vigoroso crecimiento, las plantas necesitan tomar
del medio de -cultivo cantidades relativamente grandes de algunos iones
inorgénicos llamados macronutrientes y cantidades pequefias o traza de otros

llamados micronutrientes.

3.12.2 Compuestos Organicos

Los compuestos organicos se clasifican en cuatro grupos importantes:
carbohidratos o fuentes de energia, sustancias hormonales, vitaminas Yy

aminoécidos (Espinoza, 2013).

Hurtado y Merino (1962), indican que se clasifican en tres grupos: carbohidratos,
sustancias hormonales y vitaminas. Frecuentemente se ha obtenido buenos
resultados cuando se emplean también ciertos aminoacidos y /o amidas, algunas

purinas, pirimidinas, hexitoles y &cidos organicos.

3.12.3 Fuentes de carbono

La sacarosa es la fuente de carbono mas ampliamente utilizada y se emplea a una
concentracion de 2-4%. Ocasionalmente se utilizan otros carbohidratos como la
glucosa en cultivos de monocotiledéneas, asi como la fructosa, almidén, lactosa,
maltosa, sorbitol, manitol y galactosa en otras especies; pero esos compuestos son
inferiores a la sacarosa como fuente de carbono. La sacarosa puede ser sustituida

por azucar refinada que también genera Optimos resultados (Murillo, 2014).

Segun Espinoza (2013), el compuesto mas usado como fuente de energia es la
sacarosa considerada esencial en los medios de cultivo, se puede usar también

otros carbohidratos como la glucosa, fructosa, lactosa, sorbitol y el azicar comun,
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es recomendable usar azGcar morena porque mientras menos procesada sea el

carbohidrato menos contaminacion existe en los medios de cultivo.

3.12.4 Reguladores de Crecimiento

Hurtado y Merino (1994), sefiala que los principales reguladores de crecimiento son

las auxinas, citoquininas y giberilinas las mismas se describen a continuacion.

3.12.4.1 Auxinas. Soberon et al., (2005), afirma que las auxinas promueven el
crecimiento en tallos, causan la formacion de raices adventicias, inhiben el
crecimiento en raices en concentraciones bajas. Promueven la dominancia apical,
favorecen la floracion, inducen la diferenciacién vascular, retardan la abscisién de
hojas, flores y frutos jovenes, estimulan la formacién de raices adventicias de tallos

y hojas.

Espinoza (2013), menciona que las auxinas ayudan a la elongacion de las células,
entre ellas tenemos la auxina natural AIA (Acido indolacetico) y las auxinas
artificiales ANA (Acido naftalenacetico), IBA ( Acido indolbutirico), PCPA (Acido p-
clorofenoxiacetico), 2,4-D (Diclofenoxiacetico) siendo esta la mas importante y
mundialmente usada en los medios de cultivo para las células y tejidos con
finalidad de obtener callos porque ocasionan un crecimiento desorganizado en las
células y el mas débil es el AIA por que facilmente es inactivado por la luz, los
tejidos con alta actividad y es considerado un compuesto termolabil porque

reacciona con temperaturas altas.

La concentracion de las auxina utilizadas varia desde 0,1 — 10 mg/l siendo el rango
mas empleado el comprendido entre 0,25 — 3 mg/l, la actividad auxinica en células
cultivadas se considera de la siguiente manera 2,4-D>ANA>AIB>AIA (Murillo,
2014).
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3.12.4.2 Citoquinina o Citocininas. Soberon et al., (2005), menciona que las
citoquininas son un grupo de hormonas que regulan la divisién celular. Derivan de
la adenina o de aminopurinas. Las diferentes cadenas laterales se unen al
nitrogeno del carbono 6. Pueden presentarse como: bases libres (que constituyen
las formas activas de las citoquininas), o bien ribonucledsidos, ribonucleétidos y
glicosidos. La primera citocinina natural aislada fuela zeatina [N-(4-hidroxi-3-metil-2-

butenil) aminopurina].

Son consideradas citoquininas aquellas sustancias quimicas que pueden estimular

principalmente la divisién celular citocinesis (Espinoza, 2013).

Murillo (2014), indica que las posibles respuestas con citocininas son: division
celular, induccién a la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares,

inhibiciéon de la formacién de raices.

Espinoza (2013), casi todas las citoquininas son sintéticas y derivadas de la
adenina dentro de este grupo se encuentra la kinetina (6-furturil amino-purina), BAP
(6 benzil amino-purina), 2ip (6 dimetil alil purina), y la zeatina (6 hidroxi 3 metil, 2
bunetil) adenina, esta Ultima es considerada citoquinina natural porque es extraida
del endospermo del maiz. Las citoquininas realizan su efecto incrementando la

division celular, dicha accion esta relacionada con la presencia de auxinas.

Portillo (1999), menciona que las citoquininas son utilizadas en concentraciones
gue varian segun la especie, pero generalmente se usan en concentraciones de
0,03 a 30 mg/l.

3.12.4.3 Giberelinas

Otro regulador de crecimiento es el Acido Giberélico (AG3), aunque no tiene un uso

muy amplio pero si es esencial en el cultivo de meristemos en algunas especies de
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plantas como la micropropagacion con medios liquidos de vitroplantas de papa,
banano y totora. (Espinoza, 2013).

Sandoval (2001), indica que las giberelinas son sintetizadas en los primordios
apicales de las hojas, en la punta de las raices, en los frutos, tejidos jovenes y
semillas en desarrollo. Esta hormona induce el crecimiento del tallo, regulacion de
la transicion entre la fase juvenil y adulta, induccion a la floracion y la determinacion
sexual de la flor, induccion de la germinaciéon a demas ademas de promover la

elongacion internodal.

3.12.5 Agentes Gelificantes

La mayoria de los medios utilizados incluye un gelificante que impida que el
explante se sumerja en el medio. Generalmente se utiliza Agar- Agar en
concentraciones de 6-8 g/l o Gelrite en concentraciones de 1,5-3 g/l (Seemann,
1993).

En general las sustancias nutritivas empleadas en los medios de cultivo, son
gelificantes con agar, el cual forma un complejo coloidal con débil poder de
retencién idnica (Mangara, 1988; citado por Weldt, 2008).

Segun lbrahim (1994), el Agar- Agar es el agente gelificante méas utilizado en los
cultivos in vitro, ya que presenta numerosas caracteristicas deseables, las cuales

son, claridad, estabilidad y ser un agente inerte.

Espinoza (2013) indica que desde hace mucho tiempo atras, los medios de cultivo
han sido gelificados con agar, un compuesto extraido de algas marinas del genero
Gelidium. El agar se ha convertido en el material de soporte mas ampliamente
usado, pues provee al medio un excelente gel humedo que sirve como soporte. La
concentracion de dichas sustancias esta determinada generalmente por la calidad
del agar, este afadido al medio de concentracion de 6 a 9 g/l para medios sélidos y
2 a 4 g/l para medios semisolidos.
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3.13.6 Acidez del Medio de Cultivo

SEEMANN (1993), indica que el pH se debe regular antes de adicionar el
gelificante y debe estar entre los valores 5y 6,5, debido a que los valores menores

0 mayores pueden detener el crecimiento del explante.

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrira una ligera acidificacion progresiva
como el resultado de la absorcion de algunos componentes del medio asi como de
la excrecién de exudados por parte del explante, pudiendo producir asi la licuacion
del medio de cultivo (George y Sherrington1984).

4. LOCALIZACION

El trabajo de investigacion se realiz6 en dependencias del laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Carrera de ingenieria agronémica, Facultad de
Agronomia perteneciente a la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), ubicada
en la Zona San Pedro, Calle Héroes del Acre N° 1543 del Departamento de La Paz,
Provincia Murillo como se observa en la Figura 1 a una altitud de 3650 m.s.n.m, a
16° 30°00” latitud Sur y 68° 08’ 00” longitud Oeste del Meridiano de Grendwich.

Figura 1. Ubicacién Referencial De La Facultad De Agronomia UMSA.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Materiales para la Preparacion de Medio de Cultivo

— Solucién de Murashige y Skoog Basal en una concentracion de 6g/l.

— Reguladores de crecimiento ANA (&cido naftal acético) y BAP (6 benzil
amino-purina).

— Sacarosa 30 g/l.

— Myonositol Img/I.

— Agar 6 g/l.

— Refrigerador Consul capacidad 345 litros.

— Autoclave a presion de vapor vertical presion de 0,26 Mpa.

— Agitador magnético MSH-30D, capacidad de agitacion hasta 20 litros,
velocidad de 1500 rpm y potencia calorifica 1200 W.

— Medidor de pH Denver Intruments modelo 215 ph meter exactitud de 0,002
pH.

— Microondas Daewoo Capacidad de 20 litros y potencia de 700 W.

— Pipetas graduadas de 1ml y 5 ml de capacidad.

— 10 Vasos de precipitacion de 250 ml.

— Vasos de vidrio cocteleras de 30 ml cada uno.

5.1.2 Materiales para la Preparacién de Medios de Desinfeccién

— 150 ml de Alcohol al 70%.

— 150 ml de Hipoclorito de Sodio al 3%.

— Jabon desinfectante de 221ml.

— Agua destilada y autoclavada, tres frascos de 500ml.
— 2 Probetas de 250 ml.



— Frascos de vidrio cada uno de 500ml.
— 1 Piseta de 100ml.

5.1.3 Materiales para la Introduccion de Explantes

— Céamara de flujo laminar

— Mechero a alcohol.

— 5 Cajas Petri autoclavadas.
— Sanitisador de 300 ml.

— Plastifilm de 300 m.

— 5 Pinzas.

— 10 hojas de bisturi del N° 15.

5.1.4 Materiales de la Sala de Crecimiento

— 1 Estantes con tubos Let, cada estante tiene tres divisiones conformadas de
dos tubos let de 18 W.

— Termdémetros minima méaxima

5.1.5 Material de Escritorio

— Cuaderno de notas

— Planillas para anotar el desarrollo de las vitroplantas de Rosa.

— Computadora para guardar todos los datos recolectados.

— Céamara fotografica para mostrar el desarrollo de las vitroplantas de Rosa.

— Programa Infostat para realizar el estudio estadistico de los datos obtenidos.
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5.1.6 Material Vegetal

Como material vegetal fueron 100 yemas laterales de Rosa de la variedad

Freedom.

5.2 Metodologia

5.2.1 Procedimiento Experimental (Etapa 0)

En la etapa 0 se seleccioné las condiciones fisicas adecuadas para el desarrollo
de las vitroplantas, se verifico el estado de sanidad de las muestras con la finalidad

de que no influya en la obtencién de buenos explantes.

5.2.2. Establecimiento del Material Vegetal a condiciones In Vitro (Etapa l)

5.2.2.1 Preparacién del Medio de Cultivo. El medio elegido para la introduccion y
desarrollo del material vegetal de rosa sera el medio basal de Murashige y Skoog

(1962) segun lo recomendado por Hurtado en el afio 1994.

El medio de cultivo es uno de los factores de los que dependera en gran parte el
éxito del cultivo in vitro por su eficiencia y regulacion en los procesos como la

morfogénesis y el crecimiento de los tejidos cultivados (Portillo, 1999).

Para la preparacion del medio de cultivo se procedié a pesar en una balanza
analitica, como se observa en la Figura 2 todos los reactivos requeridos los cuales
son: Medio basal Murashige Skoog, gelificante Agar, Sacarosa y el Myonositol, de
acuerdo al requerimiento necesario de la cantidad de medio de cultivo a preparar

para el trabajo de investigacién.
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Figura 2. Pesado de los Reactivos que compone el Medio de Cultivo.

Una vez pesado los reactivos se introducen los mismos a un vaso de precipitado
con un contenido de 100ml de agua autoclavada, donde se aflade con una pipeta
graduada los reguladores de crecimiento auxina ANA y la citoquinina BAP,
posteriormente se afora la solucibn a 200ml con agua autoclavada como se

muestra en la Figura 3.

Figura 3. Adicién de Reguladores de Crecimiento y Aforado del Medio de cultivo.

33



Posteriormente a la adicion de reguladores de crecimiento, se realiza la medicion
de la acides (pH) del medio de cultivo como se observa en la Figura 4, el mismo
debe encontrarse estabilizado en un rango de 5,6 a 5,8. Si el pH se encuentra en
un rango menor a 5,6 se le adiciona hidréxido de sodio NaOH en una concentracion
de 0,1 Normal, si el pH se encuentra en un rango mayor a 5,8 se le adiciona Acido
Clorhidrico HCL en una concentracion de 0,1 Normal, una vez estabilizado el pH

se le agrega el agente gelificante Agar al medio de cultivo.

Figura 4. Estabilizacién del pH.
Seguidamente se disuelve el agente gelificante Agar con la ayuda del agitador
magnético, disuelto el agar en la solucién del medio de cultivo se lleva a un
microondas con una potencia de 700 W durante un tiempo de 2 a 3 minutos hasta
obtener una solucién homogénea, se distribuye 15 ml de medio de cultivo a cada

vaso de vidrio con la ayuda de un dispensador.

Cada vaso que contiene medio de cultivo se tapa con papel aluminio y se sella todo
el borde superior de cada vaso con plastifim de manera inmediata como se
observa en la Figura 5, con la finalidad de evitar cualquier tipo de contaminacion

fuera y dentro del autoclave.
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Posteriormente al sellado de los vasos se realiza la correspondiente identificacidon

de cada uno de ellos de acuerdo a cada tratamiento en estudio.

Figura 5. Tapado y Sellado de vasos con contenido de Medio de Cultivo.

Después de realizar el tapado y sellado e identificacidn correspondiente de cada
vaso de vidrio que contienen medio de cultivo de acuerdo a cada tratamiento de
estudio, se llevan al autoclave de presién de vapor como se observa en la Figura 6
a una temperatura de 121°C y 15 libras de depresion durante un tiempo de 10

minutos.

Figura 6. Autoclavado de Medios de Cultivo.
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5.2.2.2 Preparacion del Material Vegetal. Para la preparacion del material vegetal
se debe retirar los aguijones presentes a lo largo de los tallos, posteriormente al
retirado de los aguijones, los tallos seran disectados en varias partes con presencia
de una yema lateral para cada muestra, el tamafio de la muestra debe ser de
aproximadamente 10 mm de altura como se muestra en la Figura 7, con la finalidad
de reducir el riesgo de contaminacion, mientras mas pequefia sea la muestra

menor sera el riesgo de contaminacion.

Figura 7. Muestras de Rosa variedad Freedom para el establecimiento In Vitro

5.2.2.3 Desinfeccion del material vegetal. Para la desinfeccibn del material
vegetal, las muestras se lavaron con agua para retirar todas aquellas particulas que
se encuentren alojadas en el material vegetal a desinfectar, retiradas las particulas
se debe introducir el material vegetal en un frasco donde se agrega detergente
concentrado, durante 20 minutos se debe agitar el frasco y posteriormente realizar

el enjuague de las muestras.

La muestras seran llevadas a la camara de flujo laminar de aire, donde se

esterilizaran dentro de un vaso por inmersion, en una solucion de alcohol de 150 ml
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al 70 % de concentracion (v/v) durante 10 segundos agitdndose de manera

constante.

Pasado los segundos establecidos se retira el alcohol en otro recipiente, retirado el
alcohol se debe afadir agua destilada y autoclavada para enjuagar y retirar los
restos de alcohol que hayan quedado, seguidamente se lleva a sumergir las
muestras durante 10 minutos en la solucién de hipoclorito de sodio al 3% (v/v),

como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Sumersion de muestras de Rosa variedad Freedom en Alcohol e

Hipoclorito de Sodio.

Después del tiempo establecido se enjuaga con agua destilada y autoclavada hasta
retirar el hipoclorito de sodio, estos enjuagues con agua destilada y autoclavada se
debe hacer tres veces por un tiempo de 3 minutos con la finalidad de retirar todo

residuo de alcohol e hipoclorito de sodio usado.
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5.2.2.4 Introduccion del Material Vegetal. Como se observa en la Figura 9, las
muestras de Rosa variedad Freedom desinfectadas, juntamente con los medios de
cultivo y el material de apoyo a usar para la siembra (mandil, barbijo, guantes, cajas
petri, bisturis, mechero, sanitisador, pinzas y otros), seran llevados a la camara de

flujo laminar donde pasaran por esterilizacion con rayos U.V. durante 10 min.

Figura 9. Esterilizaciéon de los Materiales para la Introduccién de Explantes de

Rosa variedad Freedom.

Terminada la esterilizacion se procede a realizar la siembra de los explantes al
medio de cultivo, se realizan cortes a los extremos basales de las muestras de
Rosa de la variedad Freedom debido al dafio que sufrieron los tejidos por los
agentes desinfectantes, con la ayuda de las pinzas se introducen las muestras a los
vasos de vidrio que contienen medio de cultivo con la debida asepsia en el material
gue se esta usando para la siembra, con la finalidad de evitar contaminacion, como
se muestra en la Figura 10, al finalizar la siembra los vasos de vidrio seran
flameados a lo largo de los bordes superiores y seran sellados con plastifilm e
identificados con los tratamientos correspondientes, los mismos seran llevados a la
sala de crecimiento o sala de incubacion donde se cuenta con ambientes

controlados minimamente requeridos, con temperaturas de 25-27°C y un
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fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad regulados por un temporizador

analogico.

Figura 10. Siembra de explantes de Rosa, variedad Freedom al Medio de Cultivo.

5.2.2.5 Toma de Datos

La evaluacion y analisis de datos fueron realizados para las variables de brotacion,

y supervivencia a los 10 dias después de iniciarse la etapa de establecimiento.

Para las variables contaminacion y oxidacion los datos fueron tomados desde el

momento de establecimiento hasta la obtencién de las vitroplantas madres.

Para la evaluacién de las variables altura de planta y nimero de hojas se realiz6 a
los 15 dias después de la etapa de establecimiento; La toma de datos se realiz6
peribdicamente para observar el crecimiento y desarrollo de los explantes.
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5.3 Disefio Experimental

El disefio a utilizar serd completamente al azar con nueve tratamientos y 10
repeticiones con un arreglo Bifactorial, el mismo esta dado por el siguiente modelo
lineal aditivo (Ochoa, 2007).

5.3.1 Modelo Lineal Aditivo

Yije = 1+ a; + B; + (aB)ij€iji
Donde:
Y;jx=una observacion cualquiera.
u= media de la poblacion.
a;= Efecto de la i-esima observacion de concentracion de auxina.
;= Efecto de j-esima observacion de concentracion de citoquinina.

(ap)ij= Interaccion de la i - ésimo observacion concentracion de auxina con la j -

€simo observacion de concentracion de citoquinina.

&ijx = Error experimental

5.3.2 Factor de Estudio

Los criterios de seleccion del factor A (niveles de concentracion de auxina) y factor
B (niveles de concentraciéon de citoquinina), en sus diferentes concentraciones
estan determinadas por investigaciones de evaluacion de diferentes combinaciones
de fitohormonas en la regeneracion de Rosa (Rosa sp.), que presentan 6ptimos

resultados con dichas concentraciones.
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Weldt (2008), indica que usando concentraciones de 0,1mg/L de ANA (Acido

Naftalenacetico) y 2,5 mg/L BAP (6 Benzil amino-purina) en el medio de cultivo MS

se obtuvieron buenos resultado en el cultivo de Rosa canina L.

De acuerdo a este criterio y por los resultados Optimos que obtuvieron en el

establecimiento de Rosa canina L., se realizaron las diferentes combinaciones de

los reguladores crecimiento que representan a cada factor en estudio dentro de la

investigacion.

Los factores de estudio a evaluar en la investigacion se detallan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Factores de Estudio

Factor A Factor B
al=0,1mg ANA bl=0,5mg BAP
a2=0,2mg ANA b2=1,5mg BAP
a3=0,3mg ANA b3= 2,5mg BAP

5.3.3 Tratamientos

Fuente: Propia, 2018.

En base a los factores establecidos se realizan las siguientes combinaciones para

cada tratamiento, los tratamientos se detallan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Tratamientos en Estudio de las Concentraciones de Hormonas.

Tratamiento Combinacion Descripcién
T1 albl 0,1mg ANA-0,5mg BAP
T2 alb2 0,1mg ANA-1,5mg BAP
T3 alb3 0,1mg ANA-2,5mg BAP
T4 az2bl 0,2mg ANA-0,5mg BAP
TS5 a2b2 0,2mg ANA-1,5mg BAP
T6 a2b3 0,2mg ANA-2,5mg BAP
T7 a3bl 0,3mg ANA-0,5mg BAP
T8 a3b2 0,3mg ANA-1,5mg BAP
T9 a3b3 0,3mg ANA-2,5mg BAP

Fuente: Propia, 2018.

5.3.4 Variables de Respuesta

Las variables de respuesta consideradas a evaluar en el establecimiento de Rosa

sp variedad Freedom se muestran bajo el siguiente detalle:

5.3.4.1 Porcentaje de Brotacion de los Explantes. El % de brotacién de los
explante es el nUmero de vitroplantas que lograron brotar de las yemas después

de haber sido introducidas al medio de cultivo.

5.3.4.2 Porcentaje de Supervivencia. Se identificé el nUmero de vitroplantas que
lograron desarrollarse (expresar su totipotencia). La relacion refiere al nimero de
vitroplantas desarrolladas entre el numero de vitroplantas totales, este valor es

expresado en porcentaje.
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5.3.4.3 Porcentaje de Contaminacién. Para determinar la variable se realizo la
observacion de cada unidad experimental, se contd las unidades que presentaban
algun tipo de contaminacion (presencia de hongos y/o bacterias) como se observa

en la Figura 11, de esta forma se determiné el porcentaje de contaminacion.

Figura 11. Presencia de hongos en las hojas de Rosa variedad Freedom.

5.3.4.4 Porcentaje de Oxidacién. Se identificd las unidades experimentales que
presentan oxidacion (coloracion oscura en el medio de cultivo y en la parte basal
del tallo) como se observa en la Figura 12, la toma de datos fue desde la siembra
de los explantes a los medios de cultivo hasta la obtencion de plantas madre, este

valor se expreso en porcentaje.

Figura 12.0Oxidacion en el area Basal del explante de Rosa.
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5.3.4.5 Altura de las Vitroplantas. Se midi6 el alto de cada vitro planta desde la

base de la yema hasta el largo del tallo expresado en milimetros.

5.3.4.6 Numero de Hojas. Se contd el numero de hojas de cada vitroplanta a partir

de los 15 dias de haber sido establecido en el medio de cultivo.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
Terminada la toma de datos y evaluado cada variable presente en el trabajo de

investigacion se obtuvieron los siguientes resultados.

6.1 Brotacion de los Explantos

El porcentaje de brotacion de los explantes de Rosa de la variedad Freedom es de
85,56% de vitroplantas de un total de 90 vitroplantas en estudio, en la Figura 13 se
puede observar que los tratamientos con mayores porcentajes de brotacion son,
tratamiento tres (0,1mg ANA-2,5mg BAP) y el tratamiento seis (0,2mg ANA-2,5mg

BAP) expresando 100% de brotacion de un total de 10 vitroplantas en estudio.

T3 16

100% T4 T7
90% T5
80% T2 T8
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Brotacion %

0,5mgBAP

1,5mgBAP

2,5mgBAP

H0,1mg ANA

80%

70%

100%

H0,2mg ANA

90%

80%

100%

m0,3mg ANA

90%

70%

90%

Figura 13. Porcentaje de Brotacion de Explantes de Rosa variedad Freedom.
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Espinoza (2018), menciona que las auxinas también son requeridas para el
crecimiento de brotes, como los 4pices vegetativos constituyen zonas activas de
biosintesis de estas. Las yemas menores a 0,4 mm no producen o retienen
suficientes auxinas endodgenas, lo que hace necesario la aplicacion de auxina

exdgena a los medios de cultivo.

6.2. Porcentaje de Sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia es de 88,89% de vitroplantas de un total de 90
vitroplantas en estudio, a la misma vez se puede observar en la Figura 14 que los
tratamientos con mayores porcentajes de sobrevivencia son el tratamiento uno
(0,mg ANA-0,5mg BAP) y el tratamiento nueve (0,3mg ANA-2,5mg BAP)
expresando 100% de sobrevivencia a los primeros dias de haber sido introducidas

al medio de cultivo.

100% T4 17 75 T8
90%
80%
3 70%
0
(3] 60%
o
2> 50%
>
o 40%
S
71 30%
20%
10%
0%
0,5mgBAP 1,5mgBAP 2,5mgBAP
m0,1mg ANA 100% 80% 80%
m0,2mg ANA 90% 90% 80%
¥ 0,3mg ANA 90% 90% 100%

Figura 14.Porcentaje de Sobrevivencia de Explantes de Rosa variedad Freedom.
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6.3 Porcentaje de Contaminacion

En el Cuadro numero 3, se observa un porcentaje de vitroplantas no contaminadas
de 84,44 % dando un 15,56 % de vitroplantas contaminadas del total de 90

vitroplantas en estudio, el tratamiento nimero nueve (0,3mg ANA-2,5mg BAP) con

mayor porcentaje de contaminacién en relacion a los demas tratamientos.

Cuadro 3. Porcentaje de Contaminacion de las Vitroplantas de Rosa.

Tratamiento Plantas Sin Plantas Total de Contaminacion

Contaminacion Contaminadas Plantas (%)
T1 9 1 10 10
T2 9 1 10 10
T3 8 2 10 20
T4 9 1 10 10
T5 9 1 10 10
T6 8 2 10 20
T7 8 2 10 20
T8 9 1 10 10
T9 7 3 10 30

TOTAL 76 14 90 X=15,56

Fuente: Propia, 2018.
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Segun Pérez (1998) citado por Weld (2008), el hombre interviene directamente en
todas las operaciones que se realizan en el cultivo invitro de plantas es una fuente
primaria de contaminantes a través del estornudo, la tos, la conversacion, etc.

Pérez (1998), indica que la contaminacion del cultivo in vitro es uno de los
principales problemas en la industria de la micropropagacion. Los contaminantes
pueden originarse de dos fuentes distintas, primeramente aquellos que vienen en la
superficie o en los tejidos de la planta donadora y en segundo lugar los que

aparecen como resultado de las fallas en los procedimientos de laboratorio.

El trabajo dentro de la cabina de flujo laminar es donde el operario puede introducir
la mayoria de los microorganismos, el incumplimiento del manejo adecuado del
operario desde el lavado incorrecto de las manos, las disposiciones adecuadas de
los frascos e instrumentos dentro de la cAmara de flujo laminar , pasar las manos
y brazos por encima de los frascos destapados con medio de cultivo, hasta la no
limpieza de los mismos antes de ser utilizados, contribuyen al incremento de la

contaminacion.

6.4 Porcentaje de Oxidacion

En el Cuadro niumero 4,se observa un porcentaje de vitroplantas oxidadas de
31,11 % y un 68,89 % de plantas que no presentaron oxidacion, de un total de 90
vitroplantas en estudio, el mismo cuadro muestra que los mayores porcentajes de
oxidacion recaen en el tratamiento cuatro (0,2mg ANA-0,5mg BAP) presentando un
50 % de oxidacion de un total de 10 tratamientos en estudio, también se debe
mencionar que todos los tratamientos presentaron % de oxidacion, esto debido
principalmente al dafio que sufre los tejidos en el momento de realizar los cortes de
la parte basal de las muestras de Rosa de la variedad Freedom a ser introducidas

al medio de cultivo.
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Cuadro 4. Porcentaje de Oxidacion de las Vitroplantas de Rosa de la variedad

Freedom.
Tratamiento Vitroplantas Sin | Vitroplantas Total Porcentaje De
Oxidacion Oxidadas De Vitroplantas Oxidacion
(%)
T1 8 2 10 20
T2 7 3 10 30
T3 6 4 10 40
T4 5 5 10 50
T5 8 2 10 20
T6 6 4 10 40
T7 6 4 10 40
T8 8 2 10 20
T9 8 2 10 20
TOTAL 62 28 90 X=31,11

Fuente: Propia, 2018.

Weldt (2008), tanto los explantes como el medio de cultivo de algunas especies,
sobre todo lefiosas, una vez puestas en cultivo in vitro, tienen la tendencia a
manifestar un pardeamiento que, en forma extrema lleva a la muerte de los
explantes. Este pardeamiento se produce por la accion de enzimas oxidasas y las

tirosinasas, que se liberan al herirse los tejidos.

Preece y Compton (1991), mencionan que cuando los tejidos son dafiados, por

ejemplo durante la preparacion del explante, los compuestos fendlicos que estan
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acumulados en grandes cantidades en las vacuolas se mesclan con el contenido de
los plastidios y otros organelos donde estan confinadas las polifenoloxidasas y
aparece la coloracion negra o marron como consecuencia del proceso de
oxidacion.

Pérez (1998), las oxidaciones fendlicas pueden ocasiones constituir un serio
problema en el establecimiento y supervivencia de meristemos y 4pices, las cuales
se manifiestan como un ennegrecimiento del medio de cultivo por la zona cercana
al explante y puede extenderse a todo el medio produciendo una seria afeccion en

el crecimiento del explante, al que puede provocar la muerte.

6.5 Altura de Planta

El andlisis de varianza de la variable altura de planta se observa un coeficiente de
variacion de 7,70% el cual se encuentra dentro de los rangos permitidos por lo que

podemos indicar que los datos obtenidos son confiables.

Cuadro 5. Analisis de Varianza para la Altura de Vitroplanta.

F.V. S.C G.L C.M F p-valor

FACTOR

) 31,12 2 15,56 2,71 0,0724ns
A(auxina ANA)

FACTOR
B(CITOQUININA | 2268,62 |2 1134,31 |197,80  |<0,0001**
BAP)

FACTORA*B 172,83 4 43,21 7,53 <0,0001*
ERROR 464,50 81 5,73

TOTAL 2937,06 |89

Fuente: Propia, 2018.



Coeficiente de variabilidad CV=7,70
NS= No significativo

*= Significativo

** = Altamente significativo

Segun el andlisis de varianza que se observa en el Cuadro 5, nos presenta que el
factor A (auxina ANA) no presenta significancia, pero en el factor B (citoquinina) y la
interaccion del factor A*B  presentan diferencias significativas a un nivel de 5% de

significancia.

Cuadro 6. Prueba Duncan para el Factor B: Citoquinina (BAP)

Concentracion

MEDIAS N E.E.
de ANA
2,5mg 38,5 30 0,44
1,5mg 28,88 30 0,44
0,5mg 26,37 30 0,44

Fuente: Propia, 2018.

Para el factor B se encontr6 alta significancia por lo que se efectué la prueba de
medias de Duncan (5% de significancia); en el Cuadro 6 se observa el resultado,
donde se puede afirmar que existen diferencias entre los tres niveles de
concentracion de citoquinina en relacion a la altura de planta, dando como
resultado con mayor porcentaje de altura de planta a una concentracion de BAP
2,5mg/L, sin embargo este valor es estadisticamente superior a las concentracion
de 1,5mg/L , por otra parte estos valores son significativamente superiores a la

concentracion de o,5mg/L.
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Cuadro 7. Prueba Duncan para el factor A* Factor B:( ANA*BAP).

FactorA*factor B MEDIAS | N E.E.

0,2dmg *2,5mg 40,34 10 0,76 A

0,3mg* 2,5mg 37,84 10 0,76 B

0,2mg* 2,5mg 35,97 10 | 0,76 B

0,2mg*1,5mg 31,27 10 | 0,76 C

0,3mg*1,5mg 27,85 10 | 0,76 D
0,1mg*1,5mg 27,53 10 | 0,76 D
0,1mg*0,5mg 27,10 10 | 0,76 D E
0,2mg*0,5mg 26,83 10 | 0,76 D E
0,3mg*1,5mg 25,17 10 | 0,76 E

Fuente: Propia, 2018.

Para el factor A * B se encontr¢ alta significancia por lo que se efectud la prueba de
medias de Duncan (5% de significancia); en el Cuadro 7 se observa el resultado,
donde se puede afirmar que existen diferencias significativas entre las
interacciones del factor A con el factor B, dando como mejores resultados las
interacciones de 0,Img ANA * 25mg BAP, sin embargo este valor es
estadisticamente superior a los demas niveles de concentraciones que se

encuentran en interaccion entre ANA * BAP.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos altura de vitroplantas

La Figura 15 muestra que los niveles de concentracién que presentan mayor altura
de planta son aquellas con menor concentracién de auxinas y mayor concentracion
de citoquininas. Asi también se debe destacar que las interacciones entre auxinas y

citoguininas en el medio de cultivo producen crecimiento de los explantes.

Murillo (2014), indica que las posibles respuestas con citocininas son: division
celular, induccion a la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares,

inhibicién de la formacién de raices.

Murashige skoog (1962), menciona que la iniciacion de raices y brotes en las
plantas, se encuentran reguladas basicamente por la interaccién entre auxinas y
citoquininas, a si una relacion de auxina-citoquinina menor a uno favorece la
brotacion, mientras que si es mayor a uno se induce el enraizamiento de los

explantes.

Cuando se cultivan los explantes en medios con concentraciones elevadas de

citoquininas desarrollan el crecimiento de las plantas (Vuylstke y De Langhe 1985).
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6.6 NiUmero de Hojas

Para el analisis de varianza de esta variable se observa un coeficiente de variacion

de 13,50 % el cual se encuentra dentro de los rangos permitidos por lo que los

datos obtenidos son confiables.

Cuadro 8. Andlisis de Varianza para el Numero de Hojas

F.V. S.C G.L C.M F p-valor
FACTOR

) 4,27 2 2,13 3,15 0,0483
A(auxina ANA)
FACTOR
B(CITOQUININA | 51,67 2 25,86 38,11 <0,0001**
BAP)
FACTOR A*B 21,27 4 5,32 7,84 <0,0001**
ERROR 54,90 81 0,56
TOTAL 132,10 89

Coeficiente de variabilidad CVv=13,50

NS= No significativo

*= significativo

** = altamente significativo

Fuente: Propia, 2018.

Segun el andlisis de varianza que se observa en el Cuadro 8, el factor B (BAP) es

altamente significativo donde presenta diferencias significativas en los tres niveles

de concentraciones de por otro lado la interaccion A x B (ANA x BAP) presenta alta

significancia a un nivel de 5% de significancia.

53



Cuadro 9. Prueba Duncan para el Factor B (Citoquinina)

Concentracion de BAP MEDIAS N EE
2,5mg 7.1 30 0,15
2,5mg 5,93 30 0,15 B
0,5mg 5,27 30 0,15 C

Fuente: Propia, 2018.

Para el factor B se encontré alta significancia por lo que se efectud la prueba de

medias de Duncan (5% de significancia); en el Cuadro 9 se observa el resultado,

donde se puede afirmar que existen diferencias en los tres niveles de concentracién

de citoquininas, dando como resultado con mayor porcentaje de nimero de hojas a

la concentracién de 2,5 mg/L BAP, sin embargo esta concentracién es superior a la

concentracion de 1,5 mg/l BAP, por otro lado ambas concentraciones son

superiores en cuanto a los resultados de numero de hojas a la concentracion

0,5mg/l BAP

.Cuadro 10. Prueba Duncan para el Factor A* Factor B: (ANA*BAP)

FactorA*factor B MEDIAS | N E.E.

0,2mg *2,5mg 7,60 10 0,26

0,1mg* 2,5mg 7,50 10 0,26

0,1mg* 1,5mg 6,70 10 0,26 B

0,3mg*2,5mg 6,20 10 0,26 B

0,3mg*0,5mg 5,80 10 0,26 D
0,2mg*1,5mg 5,60 10 0,26 D E
0,3mg*1,5mg 5,50 10 0,26 D E
0,2mg*0,5mg 5,10 10 0,26 D E
0,1mg*0,5mg 4,90 10 0,26 E
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Para el factor AxB se encontrg alta significancia por lo que se efectud la prueba de
medias de Duncan (5% de significancia); en el cuadro 12 se observa el resultado,
donde se puede afirmar que existen diferencias entre las interacciones del factor A
con el factor B, dando como mejores resultados las interacciones de 0,2mg ANA *
2,5mg BAP, sin embargo este valor es estadisticamente superior a los demas

niveles de concentraciones que se encuentran en interaccion entre ANA * BAP.

8
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6 6
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S, = 0,1 ANA
(@]
T 4 m 0,2 ANA
(]
a 0,3 ANA
o 37
£
\: 2 T
b

1 -

0 . . .

0,5 BAP 1,5BAP 2,5BAP
Concentraciones

Figura 16. Efecto de tratamientos nimero de hojas

La Figura 16, se muestra que los niveles de concentracién que presentan mayor
namero de hojas se dan usando 2,5mg/l de BAP y 0,2mg/l de ANA dando mayor

namero de hojas en comparaciéon a los de mas tratamientos.

Margara (1988), indica que es necesario uno 0 mas sustancias reguladoras de

crecimiento, frecuentemente auxinas y/o citoquininas, pero a veces también
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giberelinas, &cido abscisico o etileno para mejorar el desarrollo del cultivo invitro de

tejidos y érganos.

Murillo (2014), las posibles respuestas al tratamiento con citoquininas son: Division
celular, induccién a la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares,

inhibicién de la formacién de raices.

Portillos (1999), indica que combinando dosis de Acido Naftalacético(ANA) entre
0,1 y 0,3 mg con dosis de Bencilaminopurina (BAP) con un rango entre 0,5y 2,5
mg/l pudieron promover la induccion de hojas de rosas en el cultivo de rosal en la

variedad Samantha, Cristale y Pech.

Taldén (2000), las citoquininas regulan varios procesos del desarrollo de las plantas,
incluyendo division celular, proliferacion de yemas axilares, senescencia foliar y
floracion, entre otros. Gran parte de estos procesos estan afectados por otros
estimulos especialmente ambientales y hormonales como caso tipico esta la
interaccion de las citoquininas con las auxinas que se utilizan para regular la
neoformacion de érganos in vitro y controlar la dominancia apical fundamental en la

industria de la micropropagacion.
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7. CONCLUSIONES

Con relacion a los resultados obtenidos podemos concluir lo siguiente:

Que El uso de Reguladores de crecimiento, Auxinas y Citoquininas en el medio de
cultivo Murashige Skoog favorecen a la obtencion de vitroplantas madre de Rosa

(Rosa sp.) variedad Freedom.

En cuanto al desarrollo de los explantes de Rosa (Rosa sp.) variedad Freedom, se
observé un mejor crecimiento afiadiendo al medio de cultivo las concentraciones de
0,1mg/l de Acido naftalenacetico (ANA) y 2,5 m/l de 6-benzil amino purina (BAP),

dando como promedio de altura de planta 40,34 mm.

En cuanto al desarrollo de numero de hojas , usando la concentracion de 0,2mg/l
de Acido naftalenacetico (ANA) y 2,5 mg/l 6-benzil amino purina (BAP) en el medio
de cultivo, se obtuvo mayor niumero de hojas en las vitroplantas presentando como
promedio 8 hojas, y por lo anteriormente mencionado se destaca que el regulador
de crecimiento que intervine en el desarrollo de las hojas en vitroplantas de Rosa
(Rosa sp.) variedad Freedom , es el regulador de crecimiento 6-benzil amino purina
(BAP), por lo mismo concluyo que los distintos niveles de concentracion de 6-benzil
amino purina adicionados al medio de cultivo dieron diferentes resultados,
adicionando 2,5 mg/l de 6-benzil amino purina (BAP) dio un promedio de 7 hojas,
usando 1,5 mg/l de 6-benzil amino purina (BAP) 6 hojas como promedio, y por
ultimo usando 0,5 mg/l de 6-benzil amino purina (BAP) se obtuvo como promedio 5
hojas. Mientras mayor sea la adicion de 6-benzil amino purina (BAP) al medio de
cutivo mejores seran los resultados en el desarrollo de las hojas de Rosa (Rosa

sp.) variedad Freedom.

Con relacién al porcentaje de contaminacién presente en las vitroplantas se llegé a
obtener un porcentaje de 15,56 por ciento de presencia de hongos en el medio de
cultivo, esto debido a que las muestras de Rosa podrian haber tenido presencia de
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hongos en los tejidos, este porcentaje de contaminacion también se debe al manejo
inadecuado de algun material utilizado en el momento de preparacion del medio de

cultivo y en el momento de introduccién de los explantes.

Con los resultados obtenidos anteriormente se llega a concluir que el porcentaje de
oxidacion es de 31,11 por ciento de un total de 90 vitroplantas en estudio, este
resultado principalmente se debe a los tejidos dafiados que se produjeron en el

momento del corte de los explantes.

La oxidacion se debe a la accién de las enzimas oxidasas y las tirosinasas que se

liberan al herirse los tejidos.

En la investigacion realizada se concluye que la concentracibn optima de
reguladores de crecimiento Auxinas y Citoquininas, es de 0,1mg/l de ANA (Acido
Naftalenacetico), y 2,5mg/l de BAP (6-benzil amino-purina), los cuales presentaron
un mejor establecimiento de Rosa (Rosa sp) variedad Freedom en el medio de

cultivo.
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8. RECOMENDACIONES

Para contrarrestar el efecto de oxidacién se recomienda adicionar antioxidantes
al medio de cultivo como ser el acido ascorbico, acido citrico, y carbdn activo, se

recomienda cambios de medio de cultivo cada vez que se observe fenolizacion

Para evitar la contaminacion se recomienda tener mas asepsia en el manejo de
las vitroplantas y afadir antibiéticos en el momento de preparacién del medio de

cultivo.

Se recomienda hacer investigaciones usando mayores niveles de concentracion
del Regulador de crecimiento BAP (6- benzil aminopurina) dentro de los

parametros recomendados en el cultivo in vitro en la fase de establecimiento.

Se recomienda hacer investigaciones usando yemas apicales, yemas basales y
yemas laterales para el establecimiento de Rosas.

Se recomienda usar otro tipo de regulador de crecimiento en el caso de la
auxinas, para el enraizamiento de las vitroplantas de Rosa como ser ( Acido
indol Acético) AlA.
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Anexo N° 1 Rosas de la variedad Freedom

Anexo N°2 Recoleccion de las muestras mas vigorosas
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Anexo N° 4 Pesado de reactivos
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Anexo N°6 Introduccion del medio de cultivo al autoclave
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Anexo N°8 Preparado de los medios desinfectantes
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Anexo N°9 Desinfeccidn de los explantes

Anexo N°10 Introduccidn del material vegetal
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Anexo N°11 Desarrollo de las vitroplantas

Anexo N°12 Presencia de hongos
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Ezstadistico Valor

Chi Cuadrado Pearson 6,92
Chi Cuadrado MV-G2 2,83
Coef.Conting.Cramer 0,20
Coef.Conting.Pearson 0,27

Anexo N° 13 Prueba de Ch Cuadrado variable Brotacion

Estadistico Valor gl D
Chi Cuadrado Pearson 4,85 &8 0,762
Chi Cuadrado MV-G2 6,76 8 00,5628
Coef.Conting.Cramer 0,17

Coef.Conting.Pearson 0,23

Anexo N° 14 Prueba de Ch Cuadrado variable Sobrevivencia

Eztadistico Valor gl =,
Chi Cuadrado Pearson 3,21 &8 0,9202
Chi Cuadrado MV-G2 3,05 8 00,9311
Coef.Conting.Cramer 0,13

Coef.Conting.Pearson 0,189

Anexo N° 15 Prueba de Ch Cuadrado variable Contaminacién

ns

ns
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Eztadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 5,08 8 0,74s8g NS
Chi Cuadrado MV-GZ 2,10 8 00,7464
Coef.Conting.Cramer 0,17
Coef.Conting.Pearzon 0,23

Anexo N° 16 Prueba de Che Cuadrado variable Oxidacién

73



