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RESUMEN Y SUMMARY
RESUMEN

Ecuador es el tercer pais con mayor exportacion de flores del mundo después de
Holanda y Colombia. Posee una amplia gama de variedades de rosas (Rosa sp.) lo
que la hace aceptada y exitosa en el mercado internacional, con casi 300 variedades
con altas expectativas de exportacion. Existen gran variedad de plantas
ornamentales, de las cuales la rosa se ha convertido en la mayormente cultivadas
no solo para su uso decorativo, sino también para uso alimentario, de recreacion y
satisfaccion estética, representando uno de los productos principales en el mercado
comercial de la floricultura. El presente trabajo investigativo se realizé en el sector
de Laguacoto Il, canton Guaranda, provincia de Bolivar. Se analiz6 la
micropropagacion de explantes de dos variedades de rosas, utilizando tres tipos de
fitorreguladores en tres dosis. Los objetivos planteados fueron: i) Establecer un
medio de cultivo in vitro que sea adecuado para la propagacion de rosas a partir de
yemas axilares. ii) Encontrar las concentraciones necesarias de reguladores de
crecimiento para la multiplicacion in vitro de rosas en el medio de cultivo iii)
Determinar el porcentaje de sobrevivencia de explantes propagados in vitro. Se
ejecutd andlisis de varianza, prueba de Tukey al 1% comparando los promedios
entre tratamientos y factores en estudio (AxBxC). El tratamiento que mayor nimero
de brotes por explante registrdé fue: T14 Quicksand + kinetina + 5 mg/It, con 5
brotes. En la relacion beneficio costo se hace referencia que el mejor tratamiento es
el T1 Explorer + bencil adenina + 3 mg/It es decir por cada unidad invertida existe
una ganancia de $3,79. Seguido del tratamiento T14 Quicksand + kinetina + 5 mg/It,

con una ganancia por cada unidad invertida de $0,85.

Palabras claves: Rosa; Multiplicacién in vitro, Bencil aminopurina, Tri-factorial
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SUMMARY

Ecuador is the third largest exporter of flowers in the world after Holland and
Colombia. It has a wide range of varieties of roses (Rosa sp.) which makes it
accepted and successful in the international market, with almost 300 varieties with
high export expectations. It should be noted that there is a great variety of
ornamental plants, of which the rose has become one of the most cultivated
ornamental plants not only for decorative use, but also for food use, recreation and
aesthetic satisfaction, representing one of the main products in the commercial
market of floriculture. The present research was carried out in the sector of
Laguacoto Il, Guaranda canton, Bolivar province. The micropropagation of
explants of two varieties of roses was analyzed using three types of phytoregulators
at three doses. The objectives were: i) To establish an in vitro culture medium
suitable for the propagation of roses from axillary buds. ii) To find the necessary
concentrations of growth regulators for the in vitro multiplication of roses in the
culture medium. ii) To determine the percentage of survival of explants propagated
in vitro. Analysis of variance, Tukey's test at 1%, was carried out to compare the
averages between treatments and factors under study (AxBxC). The main results
obtained showed that the treatments with the highest number of shoots per explant
were T1 Explorer + benzyl adenine + 3 mg/It and T14 Quicksand + kinetin + 5
mg/It with 5 shoots. In the cost-benefit ratio, the best treatment with a cost benefit
is T1 Explorer + benzyl adenine + 3 mg/lt, i.e. for each unit invested there is a gain
of $3.79. Followed by the treatment T14 Quicksand + kinetin + 5 mg/It with a profit
for each unit invested of $0.85.

Key words: Rose; In vitro multiplication, Benzyl aminopurine, Tri-factorial.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

Ecuador es el tercer pais con mayor exportacion de flores en el mundo después de
Holanda y Colombia. Posee una amplia gama de variedades de rosas (Rosa sp.) lo
que la hace aceptada y exitosa en el mercado internacional, con casi 300 variedades
con altas expectativas de exportacion. La superficie total de flores es actualmente
de 4.000 hectéreas de rosas. (Salazar, 2017)

Desde épocas remotas, el cultivo de plantas ornamentales ha constituido una
ocupacion bésica del ser humano, convirtiéndose en una fuente de ingresos y de
empleo para el mismo. En la antigliedad, dicha actividad contemplaba fines
netamente decorativos; no obstante, con el pasar de los afios su importancia

trascendid en aspectos econdmicos. (Chiriboga, 2020)

En la misma linea, se debe sefialar que, existen gran variedad de plantas
ornamentales, de las cuales la rosa se ha convertido en una de las plantas
ornamentales mayormente cultivadas no solo para su uso decorativo, sino también
para uso alimentario, de recreacion y satisfaccion estética, representando uno de los
productos principales en el mercado comercial de la floricultura. (FEDEXPOR

2018) (Asociacion Nacional de Productores y Exportadores de Flores del Ecuador)

Por otro lado, en cuanto a la generacion y cultivo de plantas ornamentales, las
exigencias del mercado cada vez son mayores en cuanto a la calidad de estas, en
especial de las rosas, por lo que, las floricolas y productores deben ser cuidadosos
y tomar en consideracion las necesidades y preferencias del consumidor al

momento de adquirir dichas plantas. (Piaveri, 2017)

Siendo esencial buscar variedades altamente productivas que posean una vida mas
larga, variedades con fragancias mas intensas y duraderas, rosas sin espinas,
resistentes a enfermedades y plagas, altamente resistentes a la manipulacion,

recoleccion y transporte. (Tipan, 2015)



En el caso del Ecuador, a mas de ser un pais exportador de banano, petrdleo y otros
recursos, uno de los principales ingresos econémicos se desarrolla a través de la
exportacion de flores como cultivos no tradicionales, en especial de las rosas,
demostrando ser una alternativa viable para el desarrollo de la economia nacional,
convirtiendose en fuente de empleo y generando excelentes divisas para el pais.
(FAO, 2019)

Debido a la alta demanda en la produccion de rosas, se ha incrementado la
produccién de éstas bajo invernaderos, lo cual genera factores que favorecen la
produccion de plantas injertadas como las rosas fomentando un incremento en la
tasa de empleo; no obstante, el escaso conocimiento existente sobre diferentes
alternativas de propagacion, dosis y técnicas ha llevado a diferentes productores
agricolas a no insertarse de una forma adecuada en el mercado local y nacional.
(Zadiga, 2020)

En este sentido, tomando en consideracion lo antes expuesto y ante el aumento de
la produccién del cultivo de rosa, en otros paises, en sistemas hidroponicos, es
necesario contar con técnicas de propagacion que sean eficientes, econémicas y que

produzcan poblaciones homogéneas.

Sefialandose como punto focal, la importancia que posee la utilizacion de
fitorreguladores o también llamados reguladores del crecimiento vegetal como
herramienta para favorecer el manejo adecuado de cultivos agricolas, entendiendo
que, la aplicacién de estos compuestos da lugar a la modificacion en el desarrollo

de plantas, permitiendo un mejor crecimiento y formacién. (Castro, 2019)
Los objetivos planteados en esta investigacion fueron:

e Establecer un medio de cultivo in vitro que sea adecuado para la propagacion

de rosas a partir de yemas axilares

e Encontrar las concentraciones necesarias de reguladores de crecimiento para la

multiplicacion in vitro de rosas en el medio de cultivo

o Determinar el porcentaje de sobrevivencia de explantes propagados in vitro



1.2. PROBLEMA

La falta de un manejo técnico en la propagacion clonal de rosas (Rosa sp.) ha creado
una serie de problemas en el mundo y principalmente en el Ecuador, por lo que en
los dltimos afios la produccion de rosas se ha incrementado por proceso de
invernadero donde en el 2020 llega al area nacional de cosecha de rosas a una
expansion de 9.600 ha, se sabe que cada finca de flores tiene ,3 ha de produccién,
por lo que en dicha superficie se cultivan en promedio 57 variedades de rosas con
una produccién de 3.799,9 millones. La industria de la floricultura genera en
promedio 96.831 recursos laborales, con alta demanda en el mercado nacional,
convirtiéndose en uno de los factores que impulsan la produccién de rosas

injertadas.

Sin embargo, cuando las exportaciones a diferentes paises como Estados Unidos,
Rusia, China, Espafia y otros han intentado crecer, ha existido ciertas consecuencias
por la falta de medidas a largo plazo. Ademas, la crisis de la economia rusa ha

afectado significativamente los precios en este mercado.

Asimismo, factores internos, como el alza de precios en el sector agropecuario en
relacion a insumos basicos como fertilizantes y pesticidas, fuerte incremento en la
dinamica de la fuerza laboral, leyes laborales demasiadas estrictas, falta de acuerdos
comerciales con mercados externos, desequilibrio entre importaciones aéreas y
exportaciones, la falta de cultura de trabajo conjunto entre las empresas, las
ineficiencias del proceso productivo y la aplicacién de métodos cientificos de baja

tecnologia también han creado vulnerabilidad a la produccion de rosas.

Por eso se hace necesario aplicar y analizar alternativas y posibles medidas para
orientar y equilibrar el costo de produccion de flores. Entre estas alternativas se
menciona la implementacion de fitorreguladores por lo que este estudio pretende
establecer un medio de siembra in vitro dptimo para la propagacion en cultivo de
rosas, analizando las cantidades ptimas a ser utilizadas que permitan determinar el
porcentaje de resistencia y sobrevivencia de explantes propagados dentro del

laboratorio.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Origen

La rosa (Rosa spp.) comenzo a ser cultivado hace 5000 afios probablemente en
Chinay posteriormente durante el periodo del imperio romano se extendié por todo
el Medio Oriente como confeti para celebraciones, fuente para perfumes y recurso
medicinal, sin embargo, su cultivo se redujo con la caida del imperio. La era
moderna de las rosas se establecié con la introduccion de la primera rosa de té
hibrida “La France” por Guillot en 1867 y a final del siglo XX mas de 10000 rosas
de té se criaron con éxito. (Chamorro, 2020)

La rosa es una planta ornamental perteneciente a la familia de las Rosaceas, cuyo
origen no es preciso, a pesar de que la mayoria de los investigadores la sitta en la
parte central del continente asiatico, la existencia de las rosas no esta todavia muy
definida, puesto que “se sabe que existian en China, en Africa y Estados Unidos
hace 30 millones de afios”. Sin embargo, la especie que hoy en dia se cultiva en sur

américa, proviene de hibridos de China y Europa. (Garcia, 2019)

La floricultura en Ecuador esta pronta a cumplir cuarenta afios de actividades
ininterrumpidas, afios durante los cuales ha desarrollado un ejercicio productivo
muy positivo para el crecimiento del negocio en el pais. Los inicios del sector
floricultor en el Ecuador se remontan al afio 1982 en la zona de Puembo (Parroquia
Rural del Distrito Metropolitano de Quito, ubicado a un poco méas de setenta
kilometros de la capital). En este lugar se ubico la compaiiia “Jardines del Ecuador”,

que fue el primer cultivo de clavel y crisantemo en el pais. (Chavarro, 2021)

En ciertos sectores del Ecuador se exportan varios tipos de flores, sin embargo, las
gue tienen mas demanda al exportar son las rosas. Es muy importante recalcar que
no solo se exportan las rosas también otros tipos de flores, pero se hace énfasis en

este. Segun el CFN considera que las rosas son las que tienen la mayor participacion



en el sistema interventor de exportacion en el pais con un 77% de las exportaciones
totales. (Cluster, 2018)

2.2. Caracteristicas de las variedades en estudio
2.2.1. Variedad Explorer

La rosa Explorer producida en Ecuador es una de las rosas mas grandes del

mercado. Tiene un rojo oscuro y un tamario de cabeza realmente grande.

e Tamafio del botén (cm): 6,5
e Longitud de tallo (cm): 60-90
e Tiempo de vida en florero (dias): 10-12

e Numero de pétalos: 43
2.2.2. Variedad Quicksand

Las rosas Quicksand de color crema y salmon se han convertido en una seleccién
mas popular debido a su color, tamafio y durabilidad. La rosa Quicksand de color
crema con el centro de color salmén es una de las variedades mas vendidas y
solicitadas en todos los mercados a nivel internacional y nacional, por su color,
belleza y durabilidad. Es muy utilizada para cualquier tipo de arreglo floral, pero
sobre todo para bodas y fiestas por su estilo moderno y elegancia. EI crema es el
color de la pureza, el amor y la paz. Llamativa, intensa y estimulante, la rosa

Quicksand que se cultivan en Ecuador significan el amor y el respeto de un amante.

e Largo de tallo: 40 — 60cm
e Tamafio de botén: 6 — 6.5cm
e NuUmero de pétalos: 44

e Diasen florero: 12 — 14 dias



2.3. Clasificacién taxonémica

Reino: Vegetal

Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Arquiclamideas
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género: Rosa

Especie: Rosa hibrida

Nombre cientifico:  Rosa sp. (Garcia, 2017)
2.4.  Clasificacion morfoldgica
2.4.1. Raiz

La rosa posee una raiz pivotante, profunda y con una amplia capacidad de
expansion, sin embargo, las raices de plantas provenientes de estacas son pequefias.
Las raices de plantas provenientes de injertos se desarrollan mejor y es por ello que

presentan un ciclo de produccién mayor al de estacas. (Jiménez, 2018)
2.4.2. Tallo

Los tallos de la rosa son lefiosos con una altura que varia entre 0,60 a 1,10 my varia
segun la variedad. Los entrenudos miden desde los 10 a 20 cm y diametro de 0,50
a 0,70 cm. Los primeros tallos que nacen del injerto se denominan basales y se

caracterizan por su rapido crecimiento (Camacho, 2020).
2.4.3. Hojas

Sus hojas pueden ser perennes o caducas, pecioladas, compuestas, con foliolos de
margen serrado (5-11 foliolos). Por lo general, suelen presentar glandulas anexas

sobre los mérgenes que pueden ser odoriferas o no. (InfoAgro, s.f.)



2.4.4. Flores

Debido a la gran cantidad de hibridaciones, existen flores de diversas formas y
caracteristicas diferentes. Por lo general, son hermafroditas, con simetria radial,
perianto bien desarrollado y se disponen de forma solitaria o en inflorescencias en

corimbo. (InfoAgro, s.f.)
2.5.  Condiciones edafoclimaticas
2.5.1. Temperatura

Para la mayoria de los cultivares de rosa, las temperaturas 6ptimas de crecimiento
son de 17°C a 25°C, con una minima de 15°C durante la noche y una méxima de
28°C durante el dia. Pueden mantenerse valores ligeramente inferiores o superiores
durante periodos relativamente cortos sin que se produzcan serios dafios, pero una
temperatura nocturna continuamente por debajo de 15°C retrasa el crecimiento de
la planta, produce flores con gran nimero de pétalos y deformes, en el caso de que
abran. Temperaturas excesivamente elevadas también dafian la produccion,
apareciendo flores mas pequefias de lo normal, con escasos pétalos y de color mas
calido. (PortalFruticola, 2016)

2.5.2. Humedad

Debe existir un porcentaje de humedad relativa 6ptimo para favorecer la apertura
de las estomas, el incremento gaseoso y evitar la aparicion de enfermedades. Por lo
general, la humedad relativa debe oscilar entre el 60-70%, excepto en algunos
periodos del ciclo como después de: 1) Plantacion, donde requiere mayor humedad
para estimular el crecimiento y disminuir las pérdidas por evapotranspiracion y 2)
Poda, para estimular la formacion de yemas y el crecimiento (la HR debe oscilar en
torno al 85-90%). Niveles inferiores al 60% pueden producir dafios por

deshidratacién e incremento de plagas como acaros. (Infoagro, 2019)



25.3. Luz

La rosa es una planta de dia largo. Por tanto, en los meses de verano, cuando
prevalecen elevadas intensidades luminosas y larga duracion del dia, la produccion

de flores es mas alta que durante los meses de invierno.

La intensidad luminica es la responsable de la longitud y dureza del tallo, asi como
del nimero y tamafio de las flores. Una baja intensidad luminica ocasiona tallos
largos, finos, flexibles y con un menor nimero de flores, acompafiado de un mayor

desarrollo de brotes ciegos.
2.5.4. Sustrato

Requieren de sustrato suelto, rico en materia orgénica y buena capacidad de
aireacion y drenaje, ya que sus raices son muy sensibles al encharcamiento. El pH
debe oscilar entre 6-7, aunque depende del portainjerto utilizado. Las rosas no
toleran elevados niveles de calcio. De hecho, si este elemento se aplica en exceso,
muestra rapidamente clorosis. Tampoco soportan elevados niveles de sales
solubles, siendo la maxima tolerancia de 3dS/m. El exceso de sales provoca

guemaduras en los margenes de las hojas.
2.6. Usos

La rosa es una de las flores que mas se usan en la cosmética, y con justo motivo.
Sus numerosas propiedades ayudan a mejorar la salud de la piel, mientras que su
aroma tiene efectos relajantes. El aceite esencial de rosas es antimaterial y un
excelente ingrediente para limpiadores faciales, ademas tiene propiedades
antiinflamatorias, por lo que puede calmar pieles sensibles que sufren de rosacea.
También es un potente antioxidante gracias a su contenido de vitamina C, por lo
que se considera el agua de rosas como un aliado contra las quemaduras provocadas

por el sol. (Hartung, 2018)

También son muy utilizadas en la cocina arabe y pueden ser consumidas en cremas,
mousses 0 combinadas con jugos de frutas, ensaladas, postres, mermeladas y

bebidas como limonadas y jugos de naranja, para dar un toque exético. Ademas, las



flores se pueden servir en adornos de pasteles. Normalmente, se hace una infusion

primero para concentrar el sabor. (Franzen, 2018)
2.7.  Biotecnologia vegetal

La biotecnologia vegetal se considera un campo de la ciencia y la tecnologia que
utiliza organismos vivos 0 sus componentes para crear organismos modificados o
productos derivados para uso clinico, alimentario o industrial. El cultivo de tejidos
vegetales es una herramienta desarrollada para el estudio, propagacion y mejora de
las plantas. Hay muchos investigadores que han hecho contribuciones significativas
para que podamos obtener una mejor comprension del cultivo de tejidos vegetales
y su relacion con otros campos, como la fisiologia, la bioquimica, la morfologia y
la anatomia, y haga contribuciones préacticas a la reproduccion y mejora de las
plantas. (Lopez, 2021)

2.8. Medio de cultivo
2.8.1. Generalidades

El cultivo in vitro se ha desarrollado debido a la totipotencia celular, que permite el
desarrollo de una planta completa a partir de células vegetales simples. Esta técnica
se basa en el cultivo de tejidos, 6rganos o células vegetales, en medios nutritivos
adecuados, bajo condiciones asépticas y en ausencia de microorganismos,

permitiendo el desarrollo de plantas enteras a partir de explantes (Acosta, 2017)

El cultivo de tejidos vegetales es un soporte para los métodos de propagacion
tradicionales, dado que permite la masificacion y preservacion de especies que se
encuentran en peligro de extincidon o que presentan una carga genetica importante
(Pozo, 2021)

2.8.2. Morfogénesis

La morfogénesis es la formacion de Odrganos y comprende procesos de
desdiferenciacion celular y re diferenciacion, bajo determinados estimulos, para
obtener diferentes respuestas como la regeneracion de brotes, primordios de raices,

callos, entre otros. La respuesta morfogenética puede variar segun el tipo de



material vegetal, composicion del medio y adicion de reguladores de crecimiento
debido a su relacién directa con el explante, las condiciones enddgenas del medio,
deben -permitir que los diferentes tejidos expresen distintas respuestas como
organogenesis radicular, caulinar y embriogénesis; tanto directa como indirecta.
(Moreno, 2019)

2.8.3. Caulogénesis

La caulogénesis, es un tipo de morfogénesis que comprende la formacion de un
brote adventicio, el cual puede originarse segun los niveles de hormonas que estén
presentes en el explante y/o medio de cultivo, una alta concentracion de
citoquininas y baja concentracion de auxinas permite la generacion de brotes.
(Moreno, 2019)

Durante el proceso caulogénico se ha diferenciado tres fases: la primera es la
adquisiciéon de competencia morfogenética, marcada por un proceso de
desdiferenciacién o transdiferenciacion celular, la segunda fase implica un proceso
de estimulacién de los meristemas apicales, por efecto de la presencia de
reguladores de crecimiento en el cultivo, y la Gltima fase comprende el desarrollo
de brotes. (Alvarez, 2020)

El desarrollo caulogénico, puede ser directo e indirecto, la via directa, consiste en
la formacion de brotes a partir de meristemos caulinares y elongacion del tallo sin
la formacién de células 10 callosas, mientras que la via indirecta, implica el cultivo

de callos para el desarrollo de brotes. (Suarez, 2020)
2.8.4. Callogénesis

La respuesta callogenética consiste en un proceso de desdiferenciacion y
proliferacion de células somaticas, este proceso es inducido por la presencia de
minerales, sacarosa y otros nutrientes organicos, en la mayoria de explantes es

necesario el empleo exdgeno de reguladores de crecimiento.
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La presencia de auxina en el medio de cultivo favorece la respuesta callogenética,
sin embargo, concentraciones en iguales cantidades de auxinas y citoquinas

aumentan el porcentaje callogenético. (L’ bachir 2017)
2.8.5. Composicién de un medio de cultivo

El medio de cultivo mas utilizado hoy en dia para la multiplicacion de explantes es
el MS dado que fue desarrollado por Murashige y Skoog en 1962.

Una vez que se forma el explante, las puntas comienzan a germinar rapidamente y

se obtendran plantas in vitro con seis o siete nudos dentro de dos a cuatro semanas.

Las plantulas in vitro son seccionadas en micro estacas con una o dos yemas hay
uno o dos brotes para transferir y asi sucesivamente regrese al recipiente con medio
MS esteéril y asi sucesivamente para aumentar el nimero de plantas in vitro hasta

alcanzar un numero predeterminado. (Caillante, 2017)
2.8.6. Medio de cultivo

Para asegurar la proliferacién del tejido vegetal, se puede utilizar un medio basal, y
dependiendo de la respuesta que se quiera inducir, se puede adicionar diferentes

componentes y reguladores de crecimiento. (Parrales, 2017)

Para garantizar la disponibilidad de nutrientes a los tejidos vegetales, el medio de
cultivo puede estar compuesto por macro y micronutrientes, aminoéacidos,
vitaminas, agentes gelificantes, fuente de carbono y agua pura libre de iones. A

continuacion, se detalla cada uno de los componentes del medio. (Meneses, 2016)
2.8.7. Sales inorgéanicas

Las sales inorganicas son muy utilizadas en cultivos in vitro, dado que influyen en
el crecimiento y desarrollo de los tejidos y células vegetales, por esta razon, las
sales en fases de introduccién y multiplicacién han favorecido el crecimiento y
proliferacion de brotes en rosas. Sin embargo, en ocasiones es necesario modificar
el contenido vitaminico y reducir la concentracion de sales, para evitar efectos

negativos en el crecimiento y desarrollo de las plantas. (Jiménez, 2016)
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2.8.8. Fuente de carbono

Los tejidos vegetales in vitro, necesitan un aporte exégeno de carbohidratos que les
proporcione la energia necesaria, ya que carecen de actividad fotosintética.
(Tacoronte, 2017)

La sacarosa es la fuente de carbono mas utilizada, ya que induce el crecimiento
celular, formando plantulas con mayor altura, didmetro y nimero de hojas. Por lo
general se utiliza en concentraciones entre 1 — 5 %, para inducir una respuesta

morfogenética.

Concentraciones mayores al 5 %, favorece la induccion de embriones somaticos,
mientras que concentraciones al 1 %, permiten que se formen tallos con un mayor

diametro y vigor, cuando el explante inicial son yemas. (Cuchut, 2019)
2.8.9. Vitaminas y aminoéacidos

Las vitaminas, en la mayoria de los casos, cumplen funciones de cofactores de
reacciones enzimaticas (tiaminafosfato, piridoxina), en otros se comportan como
sustrato de reacciones metabdlicas (&cido nicotinico). La combinacion de vitaminas
en el medio de cultivo se definié a partir de los primeros estudios de cultivo de
raices. La composicién vitaminica, en el caso de medio MS, esta constituida por
tiamina (Vitamina B1), acido nicotinico (niacina) y piridoxina (vitamina B6), a la

que normalmente se le adiciona el amino&cido glicina.

Las concentraciones mas usuales oscilan entre 0.1 a 0.5 mg por litro de solucion de
medio. Otros compuestos utilizados son: acido ascorbico, acido folico, riboflavina
y biotina. En todos los casos las variaciones en la formulacion estan dada por la

especie utilizada y la respuesta buscada. (Pérez, 2017)
2.8.10. Agentes solidificantes

El medio de cultivo que se utiliza para la propagacion de plantulas in vitro puede
estar en fase liquida (sin agente gelificante) o en fase semisélida con un agente

solidificante, este ultimo permite una posicion fija del explante. El agar en
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concentraciones entre 0,3 — 1 %, es uno de los agentes solidificantes de mayor uso,
debido a que posee una mayor inocuidad sobre los tejidos vegetales. (Pozo, 2021)

El agar es un polisacarido de galactosa y galactomanano, proveniente de las algas
rojas, su composicion es 70 % agarosa y 30 % agaropectina, se solubiliza en agua
hirviendo y se gelifica a 45 °C; su uso se debe a que puede formar geles estables y
resistentes a la accion enzimética bacteriana. Es estable a las temperaturas de
esterilizacion, ya que no cambia su estructura, no provoca una reaccion adversa con

los componentes del medio de cultivo y no interfiere en su movilizacion.
2.8.11. Antimicrobianos

Los antimicrobianos son agentes que se caracterizan por destruir o inhibir el
desarrollo y multiplicacion de microorganismos, debido a que presentan un efecto

bacteriostatico y/o fungistatico (Singh, 2018).

Debido a que los contaminantes microbianos, son uno de los causantes de pérdidas
en la propagacion vegetativa in vitro, se ha optado por incorporar antimicrobianos
en el medio de cultivo; es importante considerar su concentracion, para evitar

efectos fitotdxicos sobre los tejidos vegetales. (Abreu, 2016)
2.8.12. Macronutrientes

Los seis elementos mayores: nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg) y azufre (S) conforman los macronutrientes requeridos por las

células vegetales para alcanzar un crecimiento adecuado estructuralmente.

Dependiendo del medio de cultivo varian las dosis de estos elementos. Las
concentraciones de nitrégeno son elevadas en la mayoria de los medios nutritivos;
sin embargo, en algunas especies, el exceso contribuye a desordenes fisiologicos

como la vitrificacion de los tejidos. (Lamchimba, 2016)
2.8.13. Micronutrientes

Las plantas utilizan en su nutricion pequefias cantidades de ciertos elementos,

denominados microelementos, oligoelementos o elementos trazas.
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La concentracion en miligramos por 100 gramos de materia seca de estos ocho
microelementos existentes como son: boro, cloro, cobre, hierro manganeso,
molibdeno, niquel, zinc y sodio. Los vegetales los requieren solamente en
cantidades muy pequefias que oscilas entre 0,01 a 0,5 ppm. Los micronutrientes
tienen varias propiedades en comdn, entre las que estan la de actuar como
activadores de muchas enzimas esenciales para la vida animal y vegetal, aunque
cuando presentes en cantidades elevadas en las soluciones nutritivas o solucion del

suelo, producen toxicidad. (Pérez, 2017)
2.8.14. Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas formadas por carbono, hidrégeno y oxigeno (C,
H, O) e incluyen algunas de las moléculas mas relevantes en la vida de los
organismos, como son la glucosa, que es universalmente utilizada por las células

para la obtencién de energia metabdlica.

Por otra parte, los carbohidratos son moléculas importantes en la biosfera, en donde
la celulosa, que forma la porcién principal de la estructura de las plantas, es la
molécula organica mas abundante del planeta y la encontramos en nuestra vida
diaria bajo la forma de madera o las fibras de algoddn, acetato y rayén de nuestras
ropas; asi también el az(car de mesa, la sacarosa, es un disacarido con el que
endulzamos nuestros alimentos y se produce anualmente en cantidad de millones
de toneladas. (Micocci, 2018)

2.8.15. Agentes solidificantes

Es un polisacarido extraido de ciertas algas marinas principalmente de la clase
Rhodophyceae, en particular de la especie Gelidium corneum. Funde
aproximadamente a 92 °C Solidifica a no mas de 42 °C. Es digerida por muy pocos
microorganismos y su adicién al medio no afecta sus caracteristicas nutricionales
ni su pH. La concentracion de agar para un medio solido es del 2% y para un medio
semisolido es de 0.05-0.75%. (Gutiérrez, 2020)
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2.8.16. Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento pueden ser clasificados segun su estructura
molecular, su actividad a nivel vegetal, sus efectos inhibitorios o estimulantes, entre
otras clasificaciones. La clasificacion de los reguladores de crecimiento mas usados
en la actualidad para el crecimiento vegetal y su aplicacion. Algunas fitohormonas
se clasifican en familias, por ejemplo, las auxinas, en donde encontramos varios
compuestos con estructura y actividad similar. Por otra parte, reguladores como el
etileno son sustancias especificas y no se conocen otras que cumplan una actividad
similar. Ciertas funciones de las fitohormonas pueden ser observadas a nivel
fenotipico. (Alcantara, 2019)

e Auxinas: Las auxinas son por excelencia hormonas del crecimiento via division
y alargamiento (raiz, tallo, hoja, fruto, etc.) y particularmente inducen la

formacion de raices (ej. enraizamiento de esquejes).

Participan en los tropismos de las plantas, inhiben la senescencia o
envejecimiento de los tejidos, inhiben la brotacién de yemas laterales (axilares)
e inhiben la caida de 6rganos. (INTAGRI, 2017)

Estan presentes en las plantas de forma universal y aparentemente no son de
accion especifica, ya que en general se ha observado que la respuesta a una
auxina en una especie es semejante a la que ejerce en otras. Hay una variedad de
compuestos quimicos sintéticos que tienen actividad de auxinas, siendo los mas
utilizados en la produccién viveristica el acido indolacético (AlA), acido
indolbutirico (AIB), acido naftalenacético y &cido 2.4 diclorofenoxiacético.
(Franzen, 2019)

e Giberelinas: Las Giberelinas promueven el crecimiento de entrenudos,
estimulan y aceleran la floracién, inducen la fructificacién. También actua

inhibiendo el crecimiento normal de raices. (Lamchimba, 2016)

Hay maés de 125 tipos diferentes de giberelinas. Se producen en tejidos jovenes
y semillas en desarrollo. Su sintesis comienza en los cloroplastos, pero también

participa la membrana plasmatica. (Megias, Molist & Pombal, 2020)

15



Citoquininas: Las citoquininas in vivo aumentan la tasa de division celular,
transportan solutos a las hojas, semillas, flores y frutos, y provocan un retraso
en la senescencia de las hojas. El uso de los diferentes tipos de citoquininas
como Bencil aminopurina (BAP), Bencil adenina (BA) y Kinetina (KN) han
mostrado potencial para incrementar la tasa de multiplicacién via

micropropagacion. (Cedefio, 2021)

Etileno: El etileno es un compuesto gaseoso que se cree que es una hormona de
maduracion de la fruta, pero también regula varios procesos fisioldgicos, como
la germinacién de semillas, la senescencia de hojas y flores, la caida de hojas y

frutas y la floracion en algunas especies. (L6pez, 2016)

Aminoécidos: El papel de los aminoéacidos en la nutricion de los tejidos y células
de las plantas es complejo porque los tejidos responden de manera diferente a su
suplementacion. En general, los aminoacidos son inhibidores si corresponden al
tipo D, mientras que en el tipo L tienen acciones caritativas. Estas sintetizan los
aminoacidos a partir del carbono, el oxigeno y el hidrégeno, siendo los mas
importantes y esenciales: metionina, glutamato, arginina, alanina y glicina.
(Certisbelchim, 2022)

2.8.17. Condiciones Ambientales

En la micropropagacion in vitro, el crecimiento vegetal se puede ver influenciado

por varios factores abidticos, como la temperatura, humedad y luz. Una humedad

relativa alta, debido a que los recipientes tienen una baja tasa de intercambio

gaseoso, los tejidos vegetales pueden presentar alteraciones foliares e

hiperhidricidad. Otro factor por considerar es la luz, la cual interviene en el

desarrollo y crecimiento vegetal de los organismos autotrofos es importante

considerar aspectos como el fotoperiodo, la intensidad y duracién de la luz, dado

gue permiten la activacion de varias respuestas fisiologicas. (Murillo, 2016)
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2.9. Fases del cultivo in vitro
2.9.1. Fase 0: seleccién de la planta madre

En la etapa inicial de seleccion de una planta donante para crecer en condiciones
estériles, la planta madre debe tener un buen contenido de nutrientes, estar
completamente desarrollada y mantenerse en un invernadero con Optimas
condiciones de higiene. Al elegir la planta donadora, existen factores que se deben
considerar, como su edad y fisiologia, estado en el que se recolecta, tamafio y

calidad sanitaria.

El estado fisiologico de la planta donadora es importante debido a que influye en
su respuesta morfogenética, para asegurar una propagacion in vitro a gran escala
libre de enfermedades, se puede optar por dérganos vegetales jovenes y con menor
diferenciacion, ya que presentan una mejor respuesta in vitro en la fase de

establecimiento. (Guerrero, 2016)
2.9.2. Fase I: introduccion al medio

Este paso incluye la seleccion del indculo, el procedimiento de esterilizacion y la
inmersion en el medio inicial. La esterilidad completa es importante para lograr la

induccion filogenética del material vegetal in vitro.

Al momento de seleccionar los explantes, es importante considerar su tamafio, ya
que puede influenciar la proliferacién de yemas en el medio. Si bien un explante de
mayor tamarfio permite el crecimiento, regeneracion de 6rganos y proliferacion de
callos, las posibilidades de contaminacion también aumentan; con el fin de
disminuir la contaminacion se pueden usar explantes pequefios, considerando que
su establecimiento puede resultar complicado, ya que pueden presentar un bajo

crecimiento y requerir de medios mas complejos. (Indacochea & Parrales, 2017)

Una vez seleccionado el explante, se realiza un protocolo de desinfeccion,
utilizando diferentes compuestos como hipoclorito de sodio o calcio, alcohol,
Tween 20, peroxido de hidrogeno, entre otros La concentracion y tiempo de

exposicion de los reactivos, sera en funcion del tipo de érgano vegetal, para evitar
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que las células se dafien e interfieran con las respuestas morfogenéticas.
(Indacochea, 2017)

2.9.3. Fase I1: multiplicacion

En esta fase se busca que los explantes que consiguieron establecerse en la fase de
induccion, produzcan brotes axilares o adventicios. En los segmentos nodales,
dentro del peciolo de cada hoja se encuentra una yema, la cual se desarrollard en
presencia de medio de cultivo, generando un nuevo vastago. Cada uno de los
explantes generados se subcultivan constantemente en un nuevo medio de cultivo;
a través de divisiones y resiembras se puede lograr un incremento exponencial.

(Parismoreno, 2016)

Dado que el proposito de la fase de multiplicacion es producir un mayor nimero de
yemas axilares o adventicias en un menor tiempo de produccion, este procedimiento
se debe realizar en equipos especiales como la cdmara de flujo laminar y en lugares
apartados, con el fin de poder mantener siempre las condiciones asépticas e
incrementar el nimero de plantas en cada repique o divisién vegetal. La cantidad
de explantes obtenidos en esta fase dependera de la especie vegetal, las condiciones
del medio de cultivo y la eliminacion de los factores que retrasan el crecimiento

vegetal. (Indacochea, 2017)
2.9.4. Fase I11: enraizamiento

La fase de enraizamiento es un evento fisioldégico importante en el cultivo in vitro,
puesto gque su presencia facilita la absorcion de agua y nutrientes, y permite el
posterior establecimiento de las vitroplantas a condiciones ex vitro. En esta fase se
da la formacion de raices a partir de los brotes obtenidos en la fase de

multiplicacién. (Fernandez, 2016)

La adicion de auxinas (AlA e IBA), compuestos fendlicos, diferentes fotoperiodos,
entre otros, favorecen la induccion de raices en los explantes, como estimuladores
del enraizamiento; también se puede adicionar carbdn activado, ya que favorece el

desarrollo caulinar, foliar y radicular en los explantes. (Rios, 2016)

18



2.9.5. Fase IV: aclimatacion

La aclimatacion del in6culo es un paso importante en la micropropagacion porque
los explantes in vitro se cultivan en condiciones de alta humedad relativa, cerca de
alimentos heterotrofos y bajo metabolismo, lo que puede indicar que la tasa de
mortalidad de las plantas cultivadas in vitro es alta. En el estado gaseoso, pueden
ocurrir una serie de cambios estructurales y fisiologicos, como una baja eficiencia
fotosintética, disminucion de la cera de la cuticula y alteracion de la funcion

estomatica.

Antes de trasplantar los explantes, se debe lavar las vitroplantas con agua templada,
retirando residuos de agar que pueden servir como medio para 20 microorganismos
patdgenos, y sembrarlos en recipientes con sustrato estéril y aireado. Indican que se
pueden usar diferentes sustratos sueltos y porosos para permitir el desarrollo y
crecimiento de las raices, lo mas usados son la turba, vermiculita, granza, tierra
negra, entre otros. Para la aclimatacion de rosas, es recomendable usar diferentes

sustratos formulados. (Adrian, 2019)
2.10. Problemas en el cultivo in vitro
2.10.1. Contaminacion

El establecimiento de cultivos in vitro puede verse limitado por la presencia de
microorganismos contaminantes enddgenos y exdgenos. Su crecimiento se puede
evidenciar en el medio de manera inmediata o pueden permanecer latentes en los
tejidos vegetales. Las fuentes de contaminacion que actan como vehiculos de los
agentes contaminantes son el material vegetal, el aire, el medio y los operarios.
(Suarez, 2020)

Los contaminantes microbianos mas frecuentes en el cultivo in vitro son hongos del
género Fusarium, Aspergillus y Alternaria; y, bacterias del género Enterobacter,
Erwinia, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, entre otras. Sin embargo, las
bacterias son uno de los contaminantes mas comunes, dificiles de detectar y
eliminar. (Villa, 2019)
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Como alternativa para disminuir la incidencia de microorganismos contaminantes,
se puede realizar pre tratamientos con productos quimicos a la planta donadora,
sumergir a los explantes en sustancias antibidticas o antimicéticas durante el
proceso de desinfeccion, incubar los explantes por 24 horas en un medio basico, 0
adicionar antibioticos en el medio, como cloranfenicol y tetraciclina
(bacteriostaticos) y penicilina, cefotaxima, ticar y rifampicina (bactericidas).
(Indacochea, 2017)

2.10.2. Ventajas de la micropropagacion
e Mayor calidad del producto

Se obtienen plantas libres de enfermedades, mejoramiento del fenotipo de las

plantas y eso ayuda a que el valor del producto se incremente.

e Aparicion de plantas fuera de tiempo

Aun cuando la micropropagacion es una tecnologia de clonacion, pueden ocurrir
mutaciones durante las distintas etapas del proceso, aunque la variabilidad es

siempre un riesgo en este método.
e 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 aln 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.
(Chéavez, 2019)
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CAPITULO I11

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Materiales

3.1.1. Localizacion de la investigacion

La presente investigacion se desarroll6 en:

Pais Ecuador

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia | Gabriel Ignacio Veintimilla

Sector Laboratorio de biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, en la granja
Laguacoto II.

3.1.2. Situacion geografica y climatica

Localidad Laguacoto
Altitud 2668 msnm
Latitud 1°36'55” S
Longitud 78°59'53” O
Temperatura maxima 23°C
Temperatura minima 2°C
Temperatura media anual 13.5°C

Fuente: Estacion Meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del

Ambiente UEB-Guaranda y Evaluaciéon GPS In Situ. (2022)

3.1.3. Zonadevida

La localidad en estudio de acuerdo con las zonas de vida corresponde al bosque
seco montano bajo (bs — MB). (Holdrige, 1974)
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3.1.4. Material experimental

e Explantes de Rosas (Rosa sp) variedad Explorer y Quicksand

e Fitorreguladores citoquininas: Bencil adenina, Kinetina, Bencil amino purina
3.1.5. Material de laboratorio

e Autoclave

e Cabina de flujo laminar
e Agitador magnético

e Microondas

¢ Balanza digital

e Mechero de alcohol 70%
e Alcohol de 70%

e Agua destilada

e Papel absorbente

e Bisturi

e Gel desinfectante

e Jabon liquido

e Frascos de vidrio

e Bandejas de plastico

e Pinzas

3.1.6. Material de oficina

e Computadora
e Céamara fotogréafica

e Libreta
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3.1.7. Soluciones nutritivas

Papel Bonn
Esfero grafico
Regla

Flash Memory

Programa estadistico Statistix 10.0

Stock 1

Stock 2

Stock 3

Nitrato de potasio
Nitrato de amonio
Cloruro de calcio
Sulfato de magnesio

Fosfato de potasio

Sulfato de magnesio
Sulfato de zinc
Yoduro de potasio
Molibdato de sodio

Sulfato ferroso
Na EDTA
Vitaminas
Myoinositol
Tiamina
Reguladores de
crecimiento:
1. Bencil adenina
2. Kinetina
3. Bencil
aminopurina
Agar

Sacarosa
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3.2. Métodos
3.2.1. Factores en estudio
Factor A: Variedades de rosas

e Al: Explorer
e A2: Quicksand

Factor B: Tipos de fitorreguladores citoquininas
e B1: Bencil adenina

e B2: Kinetina

e B3: Bencil aminopurina

Factor C: Dosis de fitorreguladores
e C1:3mgl/lt
e C2:5mgl/lt
e C3:7mgl/lt

3.2.2. Tratamientos

Para la presente investigacion, se utilizd las siguientes combinaciones de los

factores en estudio AXBXC con tres repeticiones; 18 tratamientos segun el detalle:

Tratamientos N° | Cddigo Detalle
Tl Al1B1C1 | Explorer + Bencil adenina + 3 mg/It
T2 A1B1C2 | Explorer + Bencil adenina + 5 mg/It
T3 Al1B1C3 | Explorer + Bencil adenina + 7 mg/It
T4 Al1B2C1 | Explorer + Kinetina + 3 mg/It
T5 A1B2C2 | Explorer + Kinetina + 5 mg/It
T6 A1B2C3 | Explorer + Kinetina + 7 mg/It
T7 A1B3C1 | Explorer + Benzil aminopurina + 3 mg/It
T8 A1B3C2 | Explorer + Benzil aminopurina + 5 mg/It
T9 A1B3C3 | Explorer + Benzil aminopurina + 7 mg/It
T10 A2B1C1 | Quicksand + Bencil adenina + 3mg/It
T11 A2B1C2 | Quicksand + Bencil adenina + 5mg/It
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T12 A2B1C3 | Quicksand + Bencil adenina + 7mg/It

T13 A2B2C1 | Quicksand + Kinetina + 3 mg/It

T14 A2B2C2 | Quicksand + Kinetina + 5 mg/It

T15 A2B2C3 | Quicksand + Kinetina + 7 mg/It

T16 A2B3C1 | Quicksand + Benzil aminopurina + 3 mg/It
T17 A2B3C2 | Quicksand + Benzil aminopurina + 5 mg/It
T18 A2B3C3 | Quicksand + Benzil aminopurina + 7 mg/It

3.2.3. Tipo de disefo

Para este trabajo de investigacion se utilizé un disefio trifactorial completamente al

azar (DCA) en arreglo factorial 2x3x3, lo cual nos ayudé a comparar los

tratamientos y se pudo evaluar su variabilidad.

Numero de localidades

NuUmero de tratamientos

18

Numero de repeticiones

NUmero de unidades experimentales

54

Numero de explantes

54

Numero de plantas por sitio

3.2.4. Tipo de andlisis

Se utilizo el Andlisis de Varianza (ADEVA) para poder comparar los tratamientos en

estudio si es que son 0 no son significativos.

Fuentes de variacion

Grados de libertad

CME*

Factor A: variedades (a-1) 1 [2e+300°FBx FC
Factor B: Tipos de Citoquininas (b-1) 2 [2e+300°FAXFC
Factor C: Dosis de Citoquininas (c-1) 2 [2e+ 1802 FAXFB
FA x FB (a-1) (b-1) 2 [2e+150°FC

FA X FC (a-1) (c-1) 2 [2e+962FB

FB x FC (b-1) (c-1) 4 [2e+60°FA

FA x FB x FC: (A-1) (B-1) (C-1) 4 [2e+302FAXFB
Error Experimental t (r-1) 36 12

Total (txr)—1 53

@ Cuadrados Medios Esperados. Modelo Fijo. Tratamientos seleccionados por el investigador
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@ Analisis estadistico

e Prueba de Tukey al 1% para comparar promedios de tratamientos y factores en
estudio A, B, C, AxB, AxC y AxBxC

e Analisis econémico en la relacion Beneficio Costo A/B.

3.3.  Métodos de evaluacion y datos tomados
3.3.1. Numero de explantes contaminados (NEC)

Variable que se registr6 a los 15 dias de haber introducidos los explantes en los
frascos con el medio de cultivo, este dato se evalu6 de forma visual contabilizando

el nimero de explantes contaminados en cada tratamiento.
3.3.2. Dias a la brotacion (DB)

Dato que se evalu6 mediante observaciones continuas en cada uno de los
tratamientos, el tiempo se determind contando los dias trascurridos desde el repique
de los explantes en el medio de cultivo hasta la aparicion del primer brote en los

explantes.
3.3.3. Numero de brotes por explantes (NBE)

Esta variable se registr6 contabilizando los brotes de los explantes de forma visual
en 15 frascos al azar de los diferentes tratamientos a los 30, 60 y 90 dias, se

considerd un brote al momento de presentar 2 hojas o mas desarrolladas.
3.3.4. Numero de hojas por brote (NHB)

Se realizd por observacion directa, a los 30, 60 y 90 dias despues de introducir los
explantes en el medio de cultivo, contando el nimero de hojas en 15 frascos al azar

de los diferentes tratamientos.
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3.3.5. Longitud del brote (LB)

Se realiz6 tomando la medida por la parte exterior del frasco, desde la base del tallo
hasta el apice de los brotes, con la ayuda de una regla a los 30, 60 y 90 dias, en 15

frascos al azar de los diferentes tratamientos, y su resultado se expresara en mm.
3.3.6. Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)

En esta variable se expresd la relacion entre el nimero de brotes obtenidos al final
del ciclo de multiplicacién sobre el tiempo de duracién del ciclo. Este parametro se

analizo con la siguiente formula:

N° de brotes

TVM =
Tiempo (dias)

3.3.7. Porcentaje de callogénesis (PC)

Se evaluo la formacion de callo (masas celulares no diferenciadas blanquecinas) en
los explantes de 15 frascos al azar de los diferentes tratamientos, y su resultado se

expreso en porcentaje.

3.4. Manejo del experimento
3.4.1. Obtencién del material vegetal

Las varetas se recolecto en el canton Latacunga (Floricola Mil Rose), provincia
Cotopaxi, para la seleccién se considero la edad del explante, que sean plantas
maduras, no adultas de alrededor de tres afios para reducir la presencia de fenoles
al momento del corte a su vez se verifico que las plantas estén visualmente sanas y
presentaron un mayor numero de yemas las cuales entraron en un proceso de
ambientacion en el invernadero de biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente de la “UEB”.

Las varetas fueron transportadas en un vehiculo propio, las mismas que venian
selladas y forradas con un material especial (carton) para evitar contaminacién y

danos.
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3.4.2. Desinfeccidn del material en laboratorio

Para la desinfeccion de los brotes se procedié a lavar con agua destilada y jabon
liquido al 5% durante 20 minutos, luego se procedid a enjugar de manera

consecutiva para eliminar los residuos de jabén.

Posterior en la cdmara de flujo laminar se desinfectd los brotes en etanol al 50%
durante 2 minutos, de igual manera se uso hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.5%
durante 10 minutos, finalmente se elimind los restos del desinfectante con agua
destilada esterilizada, luego de este proceso de desinfeccion se colocd los
respectivos explantes en frascos que tuvieron el medio de cultivo previamente

preparado.
3.4.3. Seleccién al medio a utilizar

Se procedid a la preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog, con el
proposito de estimular el desarrollo de los brotes en cada explante, en el que se
afiadid macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, agar y reguladores de
crecimiento como es Kinetina, Bencil adenina y Bencil aminopurina en 3 dosis
3mg/L, 5mg/Ly 7mg/L.

Constituye Concentraciones de la Volumen de la solucion

solucién por litro

Azlcar 30g

Stoock 1 100ml

Stoock 2 10ml 1000ml

Stoock 3 10ml

Vitaminas 10ml

Agar 79

pH 56-5.7

3.4.4. Preparacion del medio de cultivo

Para su preparacion se realizo el siguiente procedimiento:

e En un vaso de precipitacion de 1000ml se coloc6 450 ml de agua destilada en lo

que respecta se completd una tercera parte del volumen final a prepararse.
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e Seguidamente se procedio a colocar el vaso de precipitacion y se encendio el
agitador magnético a 260 rpm.

e A continuacién, se procedi6 a pesar 30gr de sacarosa 0 azucar.

e Seafiadid el stock #1, stock #2, stock #3, vitaminas y reguladores de crecimiento
(Citoquininas), previamente preparados en 3 dosis las cuales son: 3mg/L, 5mg/L

y 7mg/L para distribuir en cada medio de proliferacion.

e Una vez incorporado todos los componentes antes mencionados y realizado la
valoracion del pH se puso el agitador magnético en 260 rpm y 550°C de
temperatura hasta que se disuelva todos los componentes y posteriormente se
coloco 7 gr de agar y un color diferente para distinguir las dosis y los tipos de

fitorreguladores.

e Una vez preparado el medio de cultivo se procedid a colocar en francos de vidrio

donde se puso a una medida de 70cc.

e Cabe recalcar que se realiz6 varias preparaciones del medio de cultivo con

diferentes dosis.

3.4.5. Esterilizacion del medio del cultivo

Se procedid a la distribucion del medio de cultivo a los frascos de vidrio, 50cc
aproximadamente en cada uno los cuales paso a un proceso de esterilizacion en la
autoclave a 121°C durante 20 min. Seguidamente se saco los frascos de la autoclave

en una bandeja metalica y se dejo enfriar durante 24h en el area de transferencia.

Luego de la desinfeccion superficial de los brotes basales, se coloco los brotes en
un medio de proliferacion para su desarrollo, trasladandolos a un lugar aseptico e
iluminado con luz artificial “area de incubacion” para estimular sus procesos
metabolicos en un lapso de 15 dias, se verificd el comienzo del proceso de brotacion
0 regeneracion de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro y
posteriormente se procedio a monitorear y tomar los datos a los 30, 60 y 90 dias

para poder concluir con la investigacion.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Factor A

Las variedades de rosas son de gran interés a mundial y nacional, debido a esto su

investigacion en distintos métodos de propagacion es de importancia, al ser asi, en

esta investigacion se utilizaron 2 de las variedades (Explore y Quicksand) de mayor

demanda a nivel nacional internacional.

Cuadro N° 1 Prueba de Tukey al 1% de las variables: DB, NBE, NHB, LB, TVM

en el factor A.

Factor A: Variedades de rosas

Variables

Al A2 Efecto principal
DB (N/S) 11A 10.44 A Al - A2 =0,67 dias
NBE (30 dias) (N/S) 107A [122A | A2-A1=0,15brotes
NBE (60 dias) (N/S) 144A [148A | A2-Al1=0,04brotes
NBE (90 dias) (N/S) 1.74A [188A |A2-A1=0,14brotes
NHB (30 dias) (*) 1.62A [1.25B Al - A2 = 0,37 hojas
NHB (60 dfas) (*) 314A [229B Al — A2 = 0,85 hojas
NHB (90 dfas) (N/S) 400A |359A | Al-A2=0,41hojas
LB (30 dias) (¥) 1.08A [072B Al-A2=0,72 cm
LB (60 dias) (*) 189A [152B Al—A2=0,63cm
LB (90 dias) (N/S) 264A [252A |Al1-A2=0,12cm
TVM (N/S) 0.01A |0.02A A2 — A1 =0,01 tiempo

N/S: No significativo.
*Significativos al 1%

**Altamente significativos al 1%
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4.1.1. Dias a la brotacion (DB) y Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)

12 11
10
10

0,01 0,02
DB TVM

Al = A2

Grafico N° 1 Prueba de Tukey al 1% para las variables DB y TVM para el factor
A (Variedades de rosa).

Analisis e interpretacion

De acuerdo con las variedades de rosa evaluadas, en las variables dias a la brotacién
(DB) y taza de velocidad de multiplicacion (TVM) la respuesta fue no significativa
(N/S) para cada una de ellas (Cuadro N° 1).

El factor variedades de rosa, reporto6 ser similar en la variable dias a la brotacion en
donde se registr6 un alto promedio en la variedad Explorer con 11 dias a la
brotacion, en comparacién con la variedad Quicksand con 10 dias a la brotacion
(Grafico N° 1).

Los resultados obtenidos en este ensayo hacen parte de informacion pertinente a las
técnicas de manejo dentro del laboratorio para la introduccion de rosas, ademas

dependid de las variedad y tipo de brote.

Hay variedades que s6lo en temperaturas altas tienen una buena brotacion de flores.
Por otra parte, existen también variedades que apenas si presentan algun ciego pese
a las bajas temperaturas, lamentablemente no se han investigado satisfactoriamente

las causas que inducen la brotacion de un ciego o de una flor (Valencia, 2016).

Para la variable taza de velocidad de multiplicacién no se constatd diferencias

estadisticas sin embargo se presentdé mayor promedio en la variedad Quicksand con
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0,02 tiempo de duracion, mientras que la variedad Explorer presentd 0,01 tiempo
(Cuadro N° 1y Grafico N° 1).

La velocidad de multiplicacién de las variedades de rosas en condiciones in vitro
dependid de las caracteristicas genéticas dentro de las variables en estudio, en esta
investigacion, la variedad Quicksand obtuvo caracteristicas de multiplicacion

mucho mas rapida en comparacion de la Explorer.

Tanto la velocidad como la proliferacién obedeceran de la posicion de los explantes
en su tallo de origen. Las yemas que se encuentran mas cerca a la extremidad del
tallo se desarrollan de manera mas répida, que las que estan mas alejadas del
meristemo terminal (Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, 2017).

4.1.2. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)
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Gréfico N° 2 Resultados de la prueba de Tukey al 1% para la variable NBE para el

factor A (Variedades de rosa).
Analisis e interpretacion

La respuesta de las variedades de rosas en estudio en cuanto a la variable namero
de brotes por explantes evaluados a los 30, 60 y 90 dias reportd ser iguales entre

factores (N/S) en las tres evaluaciones realizadas (Cuadro N° 1).
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El andlisis del factor variedades de rosas a los 30 y 60 dias, se determind que las
dos variedades en estudio presentaron la misma cantidad de brotes, reflejandose en
1 brote por explantes, A los 90 dias se presentd la misma cantidad de brotes por
explantes en las dos variedades de rosas que se evaluaron, con una presencia de 2

brotes en cada una de ellas (Grafico N° 2).

Se observé que dentro de las variedades no existio diferencias, por lo que se infiere
que el comportamiento de las dos variedades estuvo relacionado con la capacidad
de regeneracion de brotes que se vio determinado por el genotipo de las mismas.

En la propagacion de rosas in vitro a partir de partes somaticas de la planta madre
reporta la obtencion de uno y dos brotes por explantes en tres evaluaciones a lo
largo de 90 dias, también se indica que al eliminar la yema terminal en los brotes
obtenidos en el cultivo in vitro favorece la brotacion lateral, lo que
consecutivamente el apice ejerce una influencia sobre las yemas laterales mismas

que se nulifican al eliminar la punta de la plantula. (Portillo, 2018)

4.1.3. Numero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)

Numero de hojas por brote

O FRP P DN W WML
N
N

NHB (30 dias) NHB (60 dias) NHB (90 dias)
Al = A2

Grafico N° 3 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB para el factor A

(Variedades de rosa).
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Anélisis e interpretacion

Estimando la respuesta del factor A, en el analisis de las variedades de rosas, en la
variable nimero de hojas evaluados a los 30 y 60 dias se reflejo diferencias
significativas (*), mientras que en la evaluacion a los 90 dias se refleja igualdad
(N/S) (Cuadro N° 1).

En la tercera evaluacion a los 90 dias, se presenté mayor promedio en las dos
variedades de rosas Al: Explorer y A2: Quicksand mostrando 4 hojas por brote a
diferencia de la primera evaluacion a los 30 dias se presenté menor promedio en
A2: Quicksand de 1 hoja'y Al: Explorer de 2 hojas por brote (Grafico N° 3).

La variable nimero de hojas por brote, es una caracteristica propia de cada variedad,
la misma que mantuvo una fuerte relacion genotipo-ambiente, calidad de la planta
madre y del tipo de explante, lo que permitié tener resultados propios de las

caracteristicas morfoldgicas de los brotes evaluadas.

Se ha demostrado que en estudios realizados en muchas especies de la familia
Rosaceae, la eficacia y aumento de la generacion depende del proceso de

organogeénesis (Narvaez, 2019).

4.1.4. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)
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Grafico N° 4 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB para el factor A

(Variedades de rosa).
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Anélisis e interpretacion

Conforme a las variedades de rosas, referente a la longitud de brotes evaluados a
los 30 y 60 dias demostrd diferencias significativas (*), en tanto que en la tercera
evaluacion a los 90 dias no se mostraron diferencias significativas (N/S) (Cuadro
Ne 1).

En la tercera evaluacion a los 90 dias se presentd los promedios mas altos en las
dos variedades Al: Explorer con 2,64 cm y A2: Quicksand de 2,52 cm de longitud
de brote mientras que a los 30 dias que corresponde a la primera evaluacion, se
obtuvieron los promedios menores registrados en Al: Explorer con 1,08 cm y A2:
Quicksand de 0,75 cm (Gréfico N° 4).

La longitud de brote al igual que el nimero de brotes y hojas por explantes
dependieron de las caracteristicas varietales de los rosales, asi como de las

condiciones de asepsia en las que se encuentra el medio de cultivo y el tiempo.

Los explantes pueden llegar hacer sembrados con la zona apical hacia arriba y la
radical en direccion al medio (polar) o viceversa (apolar); respecto a la posicion,
los segmentos nodales pueden ser sembrados en posicion vertical u horizontal. Para
poder observar su influencia en la generacion de brotes/explante y su longitud. Al
momento de realizar la siembra, es muy importante asegurarse de que el explante
esté en contacto con el medio para evitar su deshidratacion y acelerar su capacidad

de regeneracion. (Moreira, 2017)
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4.2. Factor B

Los tipos de fitorreguladores en el aspecto de propagacion de cultivos in vitro en

laboratorio son reguladores de crecimiento que estimula el desarrollo éptimo de las

plantas, en este contexto, conocer el mejor o el que presenta mejores condiciones

para el cultivo de rosas aportara a los floricultores el cocimiento de que existe otros

meétodos no convencionales de propagacion.

Cuadro N° 2 Prueba de Tukey al 1% de las variables: DB, NBE, NHB, LB, TVM

en el factor B.

Factor B: Tipos de fitorreguladores citoquininas

Variables

Bl B2 B3
DB (*) 8.83B 10.16 B 13.33A
NBE (30 dias) (*) 0.66 B 1.44 A 1.33A
NBE (60 dias) (*) 1.16 B 1.72 A 1.50 AB
NBE (90 dias) (N/S) 1.66 A 2.11A 1.66 A
NHB (30 dias) (N/S) 1.38 A 1.38 A 1.55 A
NHB (60 dias) (*) 2.27B 2.44 B 3.44 A
NHB (90 dias) (*) 3.11B 3.77 AB 450 A
LB (30 dias) (N/S) 0.75B 0.81B 1.15A
LB (60 dias) (N/S) 1.15B 1.79 A 2.18 A
LB (90 dias) (**) 1.88 B 2.60 AB 3.27 A
TVM (N/S) 0.01A 0.02 A 0.01A

N/S: No significativo.
*Significativos al 1%

**Altamente significativos al 1%
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4.2.1. Dias a la brotacion (DB) y Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)
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Gréfico N° 5 Prueba de Tukey al 1% para la variable DB y TVM para el factor B

(Tipos de fitorreguladores citoquininas).
Analisis e interpretacion

La respuesta del factor B, en cuanto a la variable dias a la brotacion reflejo
diferencias (*) entre los tipos de fitorreguladores, mientras que en la variable taza
de velocidad de multiplicacion no se presentaron diferencias estadisticas (N/S)
(Cuadro N° 2).

El mayor promedio se presenté en el Bencil aminopurina (B3) con 13 dias a la
brotacion siendo este tardio en la aparicion de brotes mientras que el fitorregulador
Bencil adenina (B1) presento a los 9 dias sus brotes; siendo este la citoquinina con

menos dias en presentar sus brotes (Grafico N° 5).

Para la variable velocidad de multiplicacion en cuanto a los tipos de
fitorreguladores, se verifico alto porcentaje en la Kinetina (B2) con 0,02 tiempo,
mientras que el Bencil adenina (B1) y Bencil aminopurina (B3) reflejaron 0,01

tiempos respectivamente (Grafico N° 5).

Se pudo inferir que estos resultados obtenidos dependieron del contenido
nutricional de macro y micronutrientes dentro del medio de cultivo, condiciones

asépticas y adaptabilidad del fitorregulador.
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Investigaciones recientes han confirmado que las plantulas in vitro por lo general
tienen relativa capacidad fotosintética, que les permitird desarrollarse en ciertos
casos con mayor velocidad en condiciones foto autotroficas que bajo condiciones
hetero o mixotroficas si se les suministra de los factores medioambientales, factores

como luz, CO2, humedad, temperatura, oxigeno, etileno, azucar (Trinidad, 2015).

4.2.2. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)
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Grafico N° 6 Prueba de Tukey al 1% para la variable NBE a los 30, 60 y 90 dias

para el factor B (Tipos de fitorreguladores citoquinina).
Anélisis e interpretacion

El andlisis de los tipos de fitorreguladores, en cuanto a la variable nimero de brotes
por explantes evaluados a los 30 y 60 dias demostraron diferencias significativas
(*), mientras que la tercera evaluacién a los 90 dias no se reflejaron diferencias
(N/S) (Cuadro N° 2).

En la ultima evaluacion realizada a los 90 dias, se presentd el mejor promedio con
2 brotes por explantes en los tres fitorreguladores examinados como son: Bencil
adenina (B1), Kinetina (B2) y Bencil aminopurina (B3) por lo tanto a los 30 dias se
obtuvo el menor promedio con 1 brote por explante en las mismas antes

mencionadas (Grafico N° 6).
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Los resultados obtenido en la variable NB, mostraron la clara influencia positiva de
la Bencil adenina y aminopurina, asi como la Kinetina ya que aceleran los procesos

de desarrollo a mas de aportar vitaminas y nutrientes a los explantes.

Los reguladores de crecimiento, al situarse en distintos tejidos vegetales en
cantidades especificas, llegan a modular los diferentes procesos fisiolégicos, en este
caso los fitorreguladores de citoquininas, son reguladores fundamentales en el
desarrollo y crecimiento vegetal, dado que dan el paso a la iniciacion de nuevos
brotes en los diferentes tipos de explantes, al trasportarse desde los meristemas de
las raices mediante el xilema al resto de la planta, donde al estar concentrado,
eliminan la dominancia apical en los meristemas apicales del tallo ayudando a la

produccion de brotes axilares en grandes cantidades. (Porta & Jiménez, 2019)

Con los resultados reflejados en este trabajo se confirma que entre los principales
efectos fisioldgicos de las citoquininas esta que inducen la division celular, inducen
la formacién de drganos en cultivo de tejidos (morfogénesis), impulsan el
crecimiento de yemas laterales, prolongar la senescencia en las hojas, provocan la
movilizacién de nutrientes y la pérdida de agua por transpiracion, la rotura de la

dormancia, etc. (Hernandez, 2017)

4.2.3. Numero de hojas por bote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)
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Grafico N° 7 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB a los 30, 60 y 90 dias

para el factor B (Tipos de fitorreguladores Citoquininas).
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Anélisis e interpretacion

Al evaluar los tipos de fitorreguladores en la variable nimero de hojas por brote en
su primera evaluacion a los 30 dias no se reflejaron diferencias significativas (N/S),

en tanto que a los 60 y 90 dias se reflejaron diferencias (*) (Cuadro N° 2).

A los 90 dias, existio un incremento significativo en el nimero de hojas por brote,
presentandose asi en el Bencil aminopurina (B3) 5 brotes, mientras que los
fitorreguladores Bencil adenina (B1) y Kinetina (B2) llegaron a determinar 3y 4
brotes respectivamente, en cuanto a los 30 dias se reflejé un menor nimero de hojas
en Bencil adenina (B1) y Kinetina con 1 hoja por brote a diferencia del Bencil
aminopurina (B3) de 2 hojas (Grafico N° 7).

La respuesta de la variable nimero de hojas por brote al igual que la variable
nimero de brotes por explante dependié una de la otra, debido a que se
desarrollaron y se formaron por hormonas con un alto contenido de nutrientes

interviniendo el tiempo transcurrido en la investigacion.

Las citoquininas forman cambios morfoldgicos en los tejidos cultivados in vitro,
derivacion del estimulo de la actividad mitotica celular; lo que forma brotacién de

hojas en el explante. (Hernandez, 2021)

4.2.4. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)
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Grafico N° 8 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB a los 30, 60 y 90 dias para
el factor B (Tipos de fitorreguladores citoquininas).
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Anélisis e interpretacion

Al examinar los tipos de fitorreguladores en la variable longitud del brote, no se
presentaron diferencias significativas en las dos primeras evaluaciones (a los 30 y
60 dias) (N/S) mientras que en la tercera evaluacion se reflejaron diferencias

altamente significativas (**) (Cuadro N° 2).

En la tercera evaluacion se presentaron notables diferencias, reflejando asi alto
valor en Bencil aminopurina (B3) con 3,27 cm seguidamente el Bencil adenina (B1)
presento bajo promedio con 1,88 cm. A los 30 dias se demostré alto promedio en
Bencil aminopurina (B3) con 1,15 cm mientras que el fitorregulador con menos

longitud de brote se reflejo en Bencil adenina (B1) con 0,75 cm (Gréfico N° 8).

Mediante los resultados obtenidos podemos inferir que en la propagacién in vitro
es importante considerar aspectos como: el fotoperiodo, la temperatura, alto

contenido de nutrientes y adaptabilidad.

La (BAP) es la mejor citoquinina para el incremento de la longitud de brotes ya que

esta hormona intercede en la division celular y la elongacion. (Vaca, 2018)

La distribucion y longitud de los brotes son dos aspectos que causa efecto en la
adaptacion; un material con raices bien formadas (no extremadamente alargadas) y
distribuidas, desarrollan la probabilidad de sobrevivencia; posiblemente por tener
mayores sitios de contacto y de exploracion. (Rubio, 2019)
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4.3. Factor C

Al evaluar los fitorreguladores de crecimiento es importante evaluar la dosis

correcta que permita el desarrollo oportuno de las partes somaticas de las rosas, es

asi que en esta investigacion se utilizaron 3 de dosis que permitiran dar respuesta a

la cantidad dptima que utilizacion en este tipo de propagacion.

Cuadro N° 3 Prueba de Tukey al 1% de las variables: DB, NBE, NHB, LB, TVM

en el factor C.

Factor C: Dosis de fitorreguladores

Variables

C1 Cc2 C3
DB (N/S) 11.22 A 10.44 A 10.66 A
NBE (30 dias) (N/S) 0.94 B 1.55 A 0.94B
NBE (60 dias) (*) 1.38 AB 1.83A 1.16 B
NBE (90 dias) (N/S) 1.44 A 1.44 A 1.44 A
NHB (30 dias) (*) 2.00 A 2.05 A 1.38B
NHB (60 dfas) (N/S) 2.22B 3.16 A 2.77 A
NHB (90 dias) (*) 3.16 B 433A 3.88 AB
LB (30 dias) (*) 0.61B 1.07 A 1.03 A
LB (60 dias) (*) 1.36 B 2.03A 1.73 AB
LB (90 dias) (*) 1.98B 3.14 A 2.63 AB
TVM (%) 0.20 A 0.20 A 0.01B

N/S: No significativo.
*Significativos al 1%
**Altamente significativos al 1%
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4.3.1. Dias ala brotacién (DB) y Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)
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Grafico N° 9 Prueba de Tukey al 1% la variable DB y TVM para el factor C (Dosis

de fitorreguladores).
Anélisis e interpretacion

La respuesta de la dosis de fitorreguladores evaluados en la variable dias a la
brotacion demostro ser iguales (N/S), en cuanto a la variable taza de velocidad de

multiplicacién reporté diferencias significativas (*) (Cuadro N° 3).

La evaluacion de las dosis de fitorregulador en la variable dias a la brotacion se
reflejé una similitud, sin embargo, numéricamente la dosis con menos dias a brotar
fue 5 mg/lt (C2) con 10 dias, mientras que las dosis 3 mg/It (C1) y 7 mg/It (C3)
presentaron 11 dias a la brotacion (Grafico N° 9).

La respuesta del factor C, referente a la taza de velocidad de multiplicacion,
presento diferencias significativas, las dosis 3 mg/lt (C1) y 5 mg/It (C2) reflejaron
un tiempo de 0,20 mientras que menos tiempo se present6 en 7 mg/lt (C3) con 0,01
tiempo (Gréafico N° 9).

Mediante los resultados expuestos se hace referencia que los valores nutricionales
del medio de cultivo y los debidos cuidados asépticos presentes en el crecimiento
de los explantes, ayudaron a la formacién y emision de las raices para cada dosis de

hormona.
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4.3.2. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)
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Grafico N° 10 Prueba de Tukey al 1% para la variable NBE a los 30, 60 y 90 dias

para el factor C (Dosis de fitorreguladores).
Anélisis e interpretacion

Al efectuar el andlisis de nimero de brotes por explantes en dosis de fitorregulador
a los 30 y 60 dias de evaluacién no se encontraron diferencias significativas (N/S)

entre factores (Cuadro N° 3).

A los 30 dias de evaluacion de la variable nimero de brotes por explantes en las
dosis de fitorregulador present6 un porcentaje superior en 5 mg/It (C2) con 2 brotes,
mientras que las dosis 3 mg/It (C1) y 7 mg/It (C3) reflejaron 1 brote por explante y
en la tercera evaluacion a los 90 dias, no se presentaron diferencias estadisticas,

reflejando 1 brote por explante en las tres dosis (Gréafico N° 10).

Mismaos resultados obtenidos que dependieron de la influencia y dosificacion de los
fitorreguladores permitiendo la formacion y desarrollo de nuevos brotes,

adaptabilidad y medio de cultivo.
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4.3.3. Numero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)
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Gréfico N° 11 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB a los 30, 60 y 90 dias

para el factor C (Dosis de fitorreguladores).
Analisis e interpretacion

La respuesta de las dosis de fitorreguladores en la variable nimero de brotes por
explantes presentaron diferencias significativas (*), en la evaluacién a los 30 y 90
dias, mientras que a los 60 dias no presentaron diferencias estadisticas significativas
(N/S) (Cuadro N° 3).

En latercera evaluacion a los 90 dias, las dosis 5 mg/It (C2) y 7 mg/It (C3) reflejaron
4 hojas, mientras que la dosis 3 mg/It (C1) presento 3 hojas por explantes mientras
que en la primera evaluacion a los 30 dias se obtuvo una cantidad superior en 3
mg/It (C1) y 5 mg/It (C2) con 2 brotes, mientras que el 7 mg/It (C3) presento 1 hoja
por explante (Grafico N° 11).

Los resultados obtenidos en la variable nimero de hojas por explantes dependié de
la alta concentracion de macro y micronutrientes presentes en el medio de cultivo,

asepsia y el tiempo transcurrido.
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4.3.4. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)
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Gréfico N° 12 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB a los 30, 60 y 90 dias

para el factor C (Dosis de fitorreguladores).
Analisis e interpretacion

Estimando el factor dosis de fitorreguladores (Factor C) en la variable longitud de
brotes evaluados a los 30, 60 y 90 dias se demostré diferencias (*) (Cuadro N° 3).

En la longitud de brotes evaluados a los 90 dias, se present6 alto promedio en 5
mg/It (C2) con 3,14 cm mientras que el menor promedio se reflejo en la dosis 3
mg/It (C1) con 1,98 cm, a diferencia de la primera evaluacion a los 30 dias,
reflejando un mayor promedio en 7 mg/lt (C3) con 1,03 cm, mientras que el menor
promedio se dio en 3 mg/It (C1) con 0,61 cm de longitud (Grafico N° 12).

En relacion a los resultados obtenidos, se demostré que a una adecuada dosificacion
de citoquinina adaptadas dentro del medio de cultivo se presentaron brotes con
mayor longitud donde tuvieron dependencia de las caracteristicas genéticas de las

variedades.

En el cultivo de rosas, se puede obtener una mayor proliferacion y multiplicacion

de brotes al disminuir las sales en el medio de cultivo. (Curir, 2017) y (Valles, 2017)

El potencial osmotico del medio de cultivo, obedece de la concentracion de sales,

en tanto, al aumentar la concentracion de sales en el medio, el crecimiento y
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multiplicacién de los brotes se reduce por la baja absorcidn de agua y nutrientes, el

medio MS al 25 %, mientras que al mostrar un mayor potencial osmoético, accede

la hidratacion de los brotes, pero la cantidad de nutrientes es limitante; por el

contrario, a pesar de que el medio MS al 50 %, presenta una mayor cantidad de

nutrientes, la organogeénesis in vitro reduce. (Pierik, 2018)

4.4,

Interaccion AxB

Cuadro N° 4 Prueba de Tukey al 1% de las variables: DB, NBE, NHB, LB, TVM

en la interaccion AXB.

Factor Ax B
. Variedades de rosas en tipos de fitorreguladores
Variables . ..
Citoquininas
AlB1 AlB2 AlB3 A2B1 A2B2 A2B3

DB (*) 1766 A |511C 10,55 0,00D |1522A |16,11A
NBE (30 dias) (*) | 1,33AB | 0,77BC |1,11B 0,00C | 211A 1,55 AB
NBE (60 dias) (*) | 2,33 A 0,88CD |1,11BC |0,00D |255A 1,88 AB
NBE (90 dias) (*) | 3,22 A 1,00B 0,88BC | 0,00C | 322A 2,44 A
NHB (30 dias) (*) | 2,77 A 0,66 C 1,44 B 0,00C |2,11AB |1,66B
NHB (60 dias) (*) | 4,55 A 1,33C 3,55B 0,00D |355B 3,33B
NHB (90 dias) (*) | 6,22 A 1,77C 4,00 B 0,00D | 577 A 5,00 AB
LB (30 dias) (*) 150 A 0,44B 131A |000B |1,18A 1,00 A
LB (60 dias) (*) |2,31A 1,10B 2,77TA |000C |248A 2,10 A
LB (90 dias) (*) | 3,77 A 1,16 B 3,00A |0,00B |4,03A 355A
TVM (%) 0,03A 0,02B 0,02B 0,00C | 0,03A 0,02 A

N/S: No significativo.

*Significativos al 1%

**Altamente significativos al 1%
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4.4.1. Dias ala brotacién (DB) y Taza de velocidad de multiplicacién (TVM)
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Grafico N° 13 Prueba de Tukey al 1% para las variables DB y TVM para la

interaccion AxB (Variedades de rosas en tipos de fitorreguladores) Citoquininas)
Anélisis e interpretacion

En el analisis de la interaccion de los factores AxB (Variedades de rosas en tipos
de fitorreguladores citoquininas) en las variables dias a brotacién y taza de
velocidad de multiplicacion demostraron existir diferencias significativas (*)
(Cuadro N° 4).

En la evaluacion de los dias a la brotacion en la interaccion de factores AxB, se
presentd alto porcentaje en Explorer + Bencil adenina (A1B1) con 18 dias a la
brotacion, en tanto que la combinacion mas precoz se dio en la variedad Explorer +
Kinetina (A1B2) presentando sus primeros brotes a los 5 dias, mientras que la
variedad Quicksand + Bencil adenina (A2B1) se present6 0 dias a la emergencia,

por tanto, en esta combinacion no se tuvieron resultados positivos (Grafico N° 13).

Al analizar la variable taza de velocidad de multiplicacion en la interaccion AxB,
la variedad que presento menos tiempo de multiplicacion fue la Explorer en
combinacion con Kinetina y Bencil aminopurina (A1B2 y A1B3) de 0,02 tiempo al
igual que la interaccién entre Quicksand con bencilo aminopurina (A2B3) con 0,02

tiempo respectivamente, en tanto que las combinaciones con mas tiempo de
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multiplicacién fueron la variedad Explore con Bencil adenina (A1B1) y Quicksand
con Kinetina (A2B2) con 0,03 tiempo de multiplicacion (Gréfico N° 13).

Los resultados obtenidos en la combinacién de factores AxB, se pudo inferir que la
multiplicacién in vitro dependio de la variedad, planta madre, tipo de explante y

tipo de citoquininas.

El éxito de la regeneracion de las plantas obtenidas en condicion de cultivo in vitro
depende de factores como el genotipo, tipo de explante, edad de las plantas
donadoras, numero de subcultivos, asi como de la composicién del medio de
cultivo, en especial del tipo de reguladores de crecimiento utilizados, debido a que
puede existir variacion en la respuesta entre especies, cultivares e inclusive entre

plantas del mismo cultivar. (Kaviani, 2015)

4.4.2. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)

3 3
2 2 2 2 2
1 1 11 1 11
1 11 ...

AlB1 AlB2 Al1B3 A2B1 A2B2 A2B3

O P P N N W w s

Numero de brotes por explante

NBE (30 dias)  NBE (60 dias) = NBE (90 dias)

Grafico N° 14 Prueba de Tukey al 1% para la variable NBE a los 30, 60 y 90 dias
para la interaccion AxB (Variedades de rosas en tipos de fitorreguladores).

Analisis e interpretacion

En respuesta al nimero de brotes por explantes evaluados a los 30, 60 y 90 dias en
la interaccion de variedades de rosas en tipos de fitorreguladores Citoquininas, se

mostro diferencias estadisticas (*) en cada una de las evaluaciones (Cuadro N° 4).
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En cuanto a la variable nimero de brotes por explantes de la interaccion AxB a los
30, 60 y 90 dias, se presentd un promedio de 2 a 3 brotes en la combinacion
Quicksand usando Kinetina siendo esta la mejor, mientras que Quicksand con

Bencil adenina no se obtuvo resultados siendo esta la menor (Grafico N° 14).

Estos resultados dependieron de las variedades y actuacion de los fitorreguladores
dentro del medio de cultivo, las mismas que ayudaron a la formacion de brotes
axilares, la induccion, crecimiento, desarrollo y proliferacion ademas influyo las

condiciones asépticas, temperatura y fotoperiodo metabolico.

4.4.3. Numero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)
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Grafico N° 15 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB para la interaccion

AXxB (Variedades de rosas en tipos de fitorreguladores).
Anélisis e interpretacion

La respuesta de la variable nimero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias en la
interaccidn de los factores AxB, se demostraron diferencias significativas (*) en las

tres evaluaciones realizadas (Cuadro N° 4).

En el periodo de las tres evaluaciones registradas en la variable nimero de hojas
por brote, la combinacion Explorer con Bencil adenina (A1B1) presenté de 3,5y 6
hojas por brote, seguida de la combinacién Quicksand con Kinetina (A2B2) con

promedios de 2, 4 y 6 siendo estas dos combinaciones las mejores (Grafico N° 15).
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En cuanto a los resultados obtenidos en la presente investigacion, la variable
namero de hojas dependid de la longitud de brote, debido a que mayor tamafio,
mayor numero de hojas, el cual fue complementado con los macro y
micronutrientes dentro del medio de cultivo, cuidados asépticos y adaptabilidad de

las variedades.

4.4.4. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)
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Gréfico N° 16 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB a los 30, 60 y 90 dias
para la interaccion AxB (Variedades de rosas en tipos de fitorreguladores).

Analisis e interpretacion

La respuesta de las variedades de rosa en tipos de fitorreguladores de Citoquininas,
en la variable longitud de brotes a los 30, 60 y 90 dias de evaluacion se determinaron
diferencias significativas (Cuadro N° 4).

En la variable LB dentro de los factores AxB, a los 30, 60 y 90 dias se presentd los
promedios mas altos en la combinacion Quicksand con Kinetina (A2B2) de 1.18
cm, 2.48 cm y 4.03 cm de longitud y en Explorer con Bencil adenina (A1B1) con
1.5cm, 2.31 cm y 3.88 cm de longitud (Grafico N° 16).
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Los resultados de la variable en estudio dependieron de la calidad con el que fue
desarrollado el medio de cultivo, asi como los cuidados asépticos al momento de la

preparacion del medio que se utilizd y el alto contenido de minerales.

La variedad Explore en combinacion con el regulador Bencil aminopurina reflejan
datos significativos con un valor promedio de 2,90 mm, en la evaluacion de

variedades de rosas tipo roa con importancia a nivel local. (Chavez, 2019)
4.5. Interaccion AxC

Cuadro N° 5 Prueba de Tukey al 1% de las variables: DB, NBE, NHB, LB, TVM

en la interaccion AXC.

Factor AxC
Variables Variedades de rosas en dosis de fitorreguladores
Al1C1 Al1C2 A1C3 A2C1 A2C2 A2C3
DB (N/S) 1233A [ 1033A [1066A |[1011A |[1055A | 10,66 A
NBE (30 dias) (*) 1,22AB | 1,11B 0,88 B 0,66 B 2,00 A 1,00 B
NBE (60 dias) (*) 188AB | 1,33BC | 1,11BC [ 088C 2,33A 1,22 BC
NBE (90 dias) (*) 2,66 A 1,33B 1,22 B 1,33B 2,77TA 1,55 B
NHB (30 dias) (N/S) | L.77 A 1,33A 1L,77A 1,11A 1,55 A 1,11A
NHB (60 dias) (*) 2,55BCD | 3,55A 333AB | 188D 2,77 ABC | 2,22D
NHB (90 dias) (*) 355AB | 4,33A 411AB |277B 4,33 A 3,66 AB
LB (30 dias) (*) 074BC [ 120AB | 131A 0,48 C 0,94 ABC | 0,75BC
LB (60 dias) (*) 1,62AB | 2,13A 1,93AB | 1,11B 1,94AB | 153AB
LB (90 dias) (N/S) 1,95 A 332A 2,66 A 2,02 A 2,96 A 2,60 A
TVM (*) 0,02 A 0,01 B 0,01 B 0,01 B 0,02A 0,01 B

N/S: No significativo.
*Significativos al 1%
**Altamente significativos al 1%
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4.5.1. Diasalabrotacion (DB)y Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)
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Grafico N° 17 Prueba de Tukey al 1% para la variables DB y TVM para la

interaccion AxC (Variedades de rosas en dosis de fitorreguladores).
Anélisis e interpretacion

En respuesta a la interaccion de los factores AxC, se determiné diferencias
estadisticas en la variable Dias a la brotacion, mientras que en la Taza de velocidad

de multiplicacién no hubo diferencias significativas (N/S) (Cuadro N° 5).

Los dias a la brotacion en cuanto a los factores, se demostraron que en las
combinaciones A1C2: Explorer + 5 mg/l y A2C1: Quicksad + 3 mg/l presentaron a
los 10 dias sus primeros brotes mientras que las combinaciones restantes obtuvieron
una brotacion tardia en un rango de 11 a 12. La TVM en la combinacién con
promedio alto fue A1C1: Explorer + 3 mg/l sequida de las combinaciones restantes

tuvieron promedios menores de 0,01 a 0,02 tiempo (Gréafico N° 17).

En estos resultados obtenidos en las dos variables, dependieron de los cuidados
asépticos dentro del medio de cultivo asi también influyo la variedad de la planta
madre y la parte del brote.
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4.5.2. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)
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Grafico N° 18 Prueba de Tukey al 1% para la variable NBE a los 30, 60 y 90 dias

para la interaccion AxC (Variedades de rosas en dosis de fitorreguladores).
Anélisis e interpretacion

En respuesta de la variable nimero de brotes por explantes evaluados a los 30, 60
y 90 dias se demostraron diferencias significativas (*) entre factores en las tres

fechas de examinacion (Cuadro N° 5).

A los 30, 60 y 90 dias de evaluacion, se registrd6 mayores promedios en dos
combinaciones las cuales fueron A1C1: Explorer + 3 mg/l contando con 1 a 3 brotes
y A2C2: Quicksad + 5 mg/l de 2 a 3 brotes por explante (Grafico N° 18).

Mismos resultados obtenidos que dependieron de la utilizacion de las técnicas de
cultivo de tejidos, calidad de la planta, alta concentracion de macro y

micronutrientes y adaptabilidad.
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4.5.3. Numero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)
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Grafico N° 19 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB a los 30, 60 y 90 dias
para la interaccion AxC (Variedades de rosas en dosis de fitorreguladores).

Anélisis e interpretacion

En respuesta a la variable numero de hojas por brote en la interaccién variedades
de rosas en dosis de fitorreguladores evaluada a los 30 dias no se reflejaron
diferencias (N/S) entre factores, en tanto que en las evaluaciones registradas a los
60 y 90 dias se determin¢ diferencias significativas (*) (Cuadro N° 5).

En las evaluaciones a los 30, 60 y 90 dias, el promedio méas bajo se presentd en la
combinacion A2C1: Quicksad + 3 mg/l de 1 a 3 hojas por brote a diferencia de las
combinaciones restantes a los 60 y 90 dias, obtuvieron un mayor aumento de hojas
que va desde 3 a 4 hojas por brote (Gréafico N° 19).

Los resultados dependieron de la asepsia al momento de preparar el medio de
cultivo, asi también como las caracteristicas de los fitorreguladores con sus
respectivas dosificaciones adaptadas dentro de las mismas y las caracteristicas

varietales de cada variedad.

Quispe (2017) menciona que los virus y organismos de tipo virus se localizan en
los tejidos de las plantas sin que se manifiesten sintomas especificos. En tanto se

debe obtener explantes de plantas madres certificadas. Por otro lado, para distanciar
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los explantes de los virus que haya en la planta madre, se consideran las puntas
meristematicas de los brotes.

4.5.4. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)

35 3,32
2,96
g 3 2,66 2.6
S 25
2 1,95 213 1,93 2,02 1,94
S 2
S 1,62 1,53
215 12 131 i
> ’ 0,94
S 1 o4 0,75
3 0,48
0,5
0
AlC1 AlC2 Al1C3 A2C1 A2C2 A2C3
LB (30dias) LB (60dias) LB (90 dias)

Gréfico N° 20 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB a los 30, 60 y 90 dias

para la interaccion AxC (Variedades de rosas en dosis de fitorreguladores).
Analisis e interpretacion

Al analizar la variable Longitud de brote a los 30 y 60 dias en la interaccion
variedades de rosas en dosis de fitorreguladores se determinaron diferencias
significativas (*), mientras que a los 90 dias de evaluacion se no encontraron
diferencias (N/S) (Cuadro N° 5).

A los 90 dias de evaluacién se reflejé una mayor longitud en A1C2: Explorer + 5
mg/l con 3,32 cm mientras que a los 30 dias en la combinacion A2C1: Quicksad +

3 mg/l de 0,48 cm de longitud siendo este el promedio menor (Grafico N° 20).

Podemos inferir que estos resultados dependieron mucho de la seleccion de plantas

madres, dosificacion, medio de cultivo, temperatura, horas luz y oscuridad.
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4.6. Interaccién AxBxC

Cuadro N° 6 Prueba de Tukey al 1% de las variables

: DB, NBE, NHB, LB, TVM en la interaccion AXBXC.

Tratamientos

Variables MG Ccv

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12 | T13 T14 T15 T16 T17 T18
DB (*) 21.66 | 15.00 | 16.33 | 15.33 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 16.00 | 15.66 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 14.33 | 15.66 | 15.66 | 16.00 | 16.00 | 16.33 | 10.77 19.04%

A B AB B C C C AB AB C C C B AB AB AB AB AB dias '
NBE (30 1.33 1.33 1.33 2.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.00 1.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.00 3.66 1.66 1.00 2.33 1.33 1.14 48.19%
dias) (**) BC BC BC AB C C C AB BC C C C BC A BC BC AB BC brotes '
NBE (60 3.00 2.00 2.00 2.66 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.00 1.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.33 4.22 2.00 1.33 2.66 1.66 1.46 45.51%
dias) (N/S) AB BC BC AB C C C BC BC C C C BC A BC BC AB BC brotes '
NBE (90 5.00 2.66 2.33 3.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.33 1.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.00 5.33 2.33 2.00 3.00 2.33 1.81 36.42
dias) (**) AB C C BC C C C CD CD C C C CD A C CD BC C brotes '
NHB (30 3.33 2.00 3.00 2.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.00 2.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.66 3.00 1.66 1.66 1.66 1.66 1.44 34.27%
dias) (**) A AB AB AB C C C AB AB C C C B AB B B B B hojas <70
NHB (60 3.66 4.33 5.66 4.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 6.33 | 4.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.33 5.00 3.33 3.33 3.33 3.33 2.72 21.10%
dias) (**) CD BC AB BCD | C C C A BC C C C CD ABC | CD CD CD CD hojas U7
NHB (90 5.33 6.33 7.00 5.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 6.66 5.33 0.00 | 0.00 | 0.00 | 4.00 8.00 5.33 4.33 5.00 5.66 3.79 250
dias) (**) ABC | ABC | AB ABC | D D D ABC | ABC | D D D C A ABC | BC BC ABC | hojas 0
LB (30 dias) | 0,90 2.06 1.53 1.53 0.00 | 0.00 | 0.00 | 1.53 2.40 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0,93 1.56 1.06 0.53 1.26 1.20 0,90 40.48%
**) CD AB ABC | ABC | D D D ABC | A D D D CD ABC | BCD | CD BC BC cm o0
LB (60 dias) | 1.56 3.30 2.06 3.30 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.10 3.73 0.00 | 0.00 | 0.00 | 2.06 3.20 2.20 1.26 2.63 2.40 1.71 34.84%
**) CD AB ABC | AB D D D ABC | A D D D ABC | AB ABC | CD ABC | ABC | cm o8
LB (90 dias) | 2.26 5.00 3.96 3.50 0.00 | 0.00 | 0.00 | 496 | 4.03 0.00 | 0.00 | 0.00 | 3.40 | 4.90 3.80 2.66 | 4.00 4.00 2.58 38.48%
*) AB A A A B B B A A B B B A A A AB A A cm o0

0.05 0.26 0.02 0.03 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 0.01 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.02 0.05 0.02 0.02 0.33 0.02
TVM (*%) AB C C BC D D D CD CD D D D CD A C C ABC C 0.018 | 37.26%

N/S: No significativo. *Significativos al 1% **Altamente significativos al 1%
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4.7. Dias a la brotacion (DB) y Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)
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Grafico N° 21 Prueba de Tukey al 1% para las variables DB y TVM para la interaccion AXBxC (Variedades de rosas X tipos de

fitorreguladores citoquininas x dosis de fitorreguladores)
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Analisis e interpretacion

La respuesta de interaccion de los tratamientos referente a variable dias a la
brotacion, se determino diferencias altamente significativas (**), con una media
general de 11 dias a la brotacion. En cuanto a la variable taza de velocidad de
multiplicacion se registrd diferencias altamente significativas con una media

general de 0,18 en tiempo (Cuadro N° 6).

En los dias a la brotacion se refleja que el tratamiento con menos dias en presentar
sus primeros brotes es el T13 Quicksand + Kinetina + 3 mg/It con 14 dias a la
brotacion. Mientras que el tratamiento que mas dias necesito para brotar fue T1

Explorer + Bencil adenina + 3mg/It de 22 dias a la brotacion (Grafico N° 21).

En la TVM se registr6 una mayor cantidad de tiempo en T1 Explorer + Bencil
adenina + 3 mg/lt y T14 Quicksand + Bencil adenina + 3 mg/It con 0,05 tiempo,
mientras que el tratamiento que menos tiempo necesito para la multiplicacion fue
T8 Explorer + Bencil aminopurina + 5 mg/lt y T9 Explorer + Bencil aminopurina
+ 7 mg/lt con 0,01 tiempo (Gréafico N° 21).

Estos resultados confirman que las variables en estudio son caracteristicas
varietales y tienen dependencia de su interaccion con el medio de cultivo utilizado,
el mismo que se encuentra compuesto por minerales, vitaminas, reguladores de

crecimiento, variedades y caracteristicas fisioldgicas.

El éxito de la regeneracion de las plantas obtenidas en condicion de cultivo in vitro
depende de componentes como el genotipo, el tipo de explante, la edad de las
plantas donadoras, el nimero de subcultivos y la estructura del medio de cultivo,
en especial del tipo de reguladores de crecimiento usados ya que puede existir
variacion en la respuesta entre especies, cultivares e incluso entre plantas del mismo
cultivar. (Kaviani, 2015)
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4.7.1. Numero de brotes por explantes a los 30, 60 y 90 dias (NBE)

4

N

Numero de brotes por explante
w

[y

0

5
3 3
2 2
1 1 1
T1 T2 T

2

3

T4

1
1 1

000 000 o000 I I 000 000 o000
T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

NBE (30 dias) NBE (60 dias) = NBE (90 dias)

11

T13

44

T14

T15

11

T16

T17

T18

Grafico N° 22 Prueba de Tukey al 1% para la variable NBE a los 30, 60 y 90 dias para la interaccién AXBxC (Variedades de rosas x

tipos de fitorreguladores citoquininas x dosis de fitorreguladores).
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Analisis e interpretacion

De acuerdo con los promedios evaluados en cuanto a la variable nimero de brotes
por explantes a los 30 y 90 dias se determinaron diferencias altamente significativas
(**) con una media general de 1 y 2 brotes respectivamente, mientras que en la
evaluacion a los 60 dias demostro no existir diferencia entre tratamientos (N/S) con
media general de 1 brote (Cuadro N° 6).

A los 30, 60 y 90 dias, se present6 que en el T14: Quicksand + Kinetina + 5 mg/It
obtuvo mayor nimero de brotes por explante con un rango de 4 a 5 brotes mientras
que el T9: Explorer + Bencil aminopurina + 7 mg/It tuvieron un promedio similar
de 1 brote por explante, en las tres evaluaciones antes mencionadas (Grafico N°
22).

La variable en estudio, en sus tres evaluaciones, dependié del desarrollo y
condiciones del medio del cultivo que se utilizd dentro de este trabajo investigativo,
asi como de factores tales cuales son el contenido de macro y micro nutrientes, los

mismos que favorecen el desarrollo de los brotes.
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4.7.2. Numero de hojas por brote a los 30, 60 y 90 dias (NHB)
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Grafico N° 23 Prueba de Tukey al 1% para la variable NHB para la interaccion AxBxC (Variedades de rosas x tipos de fitorreguladores

citoquininas x dosis de fitorreguladores).
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Anélisis e interpretacion

Se reflejaron diferencias altamente significativas (**) en las tres evaluaciones,
mostrando 1 hoja a los 30 dias, mientras que a los 60 se determin6 3 hojas y a los

90 dias 4 hojas por explante (Cuadro N° 6).

En las tres evaluaciones registradas a los 30, 60 y 90 dias, el T14: Quicksand +
Kinetina + 5 mg/It presento un promedio que va de 3 a 8 hojas y T3: Explorer +
Bencil adenina + 7 mg/lt de 3 a 7 hojas por brote siendo estos los mejores

tratamientos dentro de esta investigacion (Grafico N° 23).

Mediante los resultados obtenidos se pudo inferir que estos tratamientos
dependieron de los factores como son: variedades, tipos de fitorreguladores y dosis
ademas influyo el fotoperiodo, medio de cultivos, minerales, tipo de explante (basal

o terminal), condiciones asépticas y el tiempo transcurrido.
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4.7.3. Longitud de brote a los 30, 60 y 90 dias (LB)
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Grafico N° 24 Prueba de Tukey al 1% para la variable LB a los 30, 60 y 90 dias para la interaccion AxBxC (Variedades de rosas X
tipos de fitorreguladores citoquininas x dosis de fitorreguladores).
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Analisis e interpretacion

Al analizar los tratamientos en la variable longitud del brote evaluado a los 30 y 60
dias se determind diferencias altamente significativas (**) presentando una media
general de 0,90 y 1,71 cm respectivamente, mientras que a los 90 dias de analisis
se determin diferencias estadisticas (*) con una media general de 2,58 cm (Cuadro
N° 6).

Alos 90 dias de evaluacidn, se determino un crecimiento de brote en el T2: Explorer
+ Bencil adenina + 5 mg/It con 5 cm seguido del T8: Explorer + Bencil aminopurina
+5mg/lt con 4,96 cm y T14 Quicksand + Kinetina + 5 mg/It de 4,90 cm de longitud
del brote, mientras que el tratamiento con menor longitud se dio en el T1: Explorer
+ Bencil adenina + 3 mg/It de 2,26 cm (Gréafico N° 24).

Estos resultados obtenidos en la variable LB, dependié de las variables antes
mencionas ya que son caracteristicas varietales donde influyeron las variedades,
tipos de citoquininas y dosificacion asi mismo de la temperatura, fotoperiodo y

cuidados asépticos.

En la presente investigacion el uso de fitorreguladores favorecié el control de la
contaminacion microbiana, puesto que, al adicionar agentes quimicos en el medio,
puede provocar un efecto abrasivo sobre los drganos y tejidos vegetales, llegando a
provocar asi la inhibicidn en su crecimiento, necrosamiento e incluso la muerte del
tejido. (Beckman, 2020)
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4.8. Andlisis econémico de la relacion B/C

Cuadro N° 7 Costo produccion de variedades de rosa (Rosa sp.) utilizando tres tipos de fitorreguladores.

ACTIVIDADES | T1 T2 | T3 | T4 T5 T6 T7 T8 T9 | T10 | T11 | T12 | T13 | T14 | T15 | T16 | T17 | T18
Brotes 5 3 2 3 0 0 0 1 1 0 0 0 2 5 2 2 3 2
Plantas 10 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 10| 10
Citoquininas 0,09| 0,15} 0,21 0,09 0,15 0,21} 0,09| 0,15 0,21} 0,09| 0,15 0,21 0,09| 0,15| 0,21 0,09| 0,15|0,21
Agar 1,12 1,12| 1,12 1,12 1,12| 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12| 1,12} 1,12| 1,12| 1,12| 1,12|1,12
Frascos 1,8 1,8/ 18, 18 18| 18 1,8 18| 18 1,8 18| 18 1,8 18| 1,8 1,8 18| 18
Papel aluminio 0,35| 0,35 0,35| 035 0,35 0,35 0,35| 0,35| 0,35 0,35 0,35| 0,35 0,35| 0,35| 0,35| 0,35| 0,35|0,35
Papel film 0,52 052 052| 052 052| 052| 052 052| 052 052 052 052| 052| 052| 0,52| 0,52| 0,52 0,52
Costo total 13,88 | 18,94 19 18,88 | 18,94 19| 18,88| 18,94 19| 18,88| 18,94 19 18,88 18,94 191 18,88| 13,94| 14
Ingreso bruto 66,5 21 14 21 0 0 0 7 7 0 0 0 14 35 14 14 21| 14
Ingreso neto 52,62| 2,06 -5| 2,12|-18,94| -19|-18,88|-11,94| -12|-18,88|-18,94| -19| -4,88| 16,06 -5| -4,88| 7,06 0
R.IN 479 111| 0,74, 1,11, 0,00| 0,00, 0,00, 0,37| 0,37 0,00, 0,00| 0,00 0,74 1,85| 0,74| 0,74 1,51|1,00
R.B/C 3,79 011|-0,26| 0,11| -1,00|-1,00| -1,00| -0,63|-0,63| -1,00| -1,00|-1,00| -0,26| 0,85|-0,26| -0,26| 0,51 0,00
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4.8.1. Andlisis de la relacion beneficio/costo

La relacion B/C se define como la pérdida o ganancia bruta por cada unidad
invertida. En tanto que, si la relacion es mayor que uno, se valora que existe un
adecuado beneficio; si es similar a uno, los beneficios son iguales a los costos y la
actividad no es rentable. Valores menores que uno manifiestan pérdida y la
actividad no es rentable. Para decretar la Relacion Beneficio-Costo, se ejecuta a
dividir el Ingreso Bruto para el Total de Costos de Produccion (Leon, C. y Quiroz,
R. 1994).

Debido a los resultados que se obtuvieron dentro de la investigacion y en
consideracién con los brotes por explantes presentados en los tratamientos, es la
linea de partida para poder analizar el aspecto econdémico; teniendo en cuenta el

ingreso bruto e ingreso neto, asi como los factores que varian.

Se hace referencia que el mejor tratamiento con un beneficio costo es el T1 Explorer
+ Bencil adenina + 3 mg/It es decir por cada unidad invertida existe una ganancia
de $3,79. Seguido del tratamiento T14 Quicksand + Kinetina + 5 mg/It con una
ganancia por cada unidad invertida de $0,85 (Cuadro N° 7).

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede inferir que la relacién B/C en la
produccion de explantes de rosa (Rosa sp) mediante la propagacién el cultivo in
vitro, en la mayoria de tratamientos que tuvieron presencia de brotes superaron la
unidad invertida, a lo que se deduce que existe una buena rentabilidad y por tanto

recuperacion del capital invertido.
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4.9. Comprobacion de hipotesis

La hipotesis alterna planteada en esta investigacion fue: La propagaciéon de dos
variedades de rosas en cultivo in vitro dependera de las variedades en estudio, tipos

y dosis de fitorreguladores.

De acuerdo a la hipdtesis planteada y mediante los resultados estadisticos
presentados y con evidencia del 99% de seguridad, se acepta la hipotesis alterna 'y
se rechaza la hipotesis nula ya que en las variables estudiadas en respuesta de las
variedades de rosas en los fitorreguladores en distintas dosificaciones se presentd
diferencias significativas y altamente significativas en la mayoria de las variables
de rendimiento, de este modo corroborando la aceptacion de la hipotesis alterna.
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4.10. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis estadisticos y econémicos se

desglosan las siguientes conclusiones:

La propagacion de rosa mediante la multiplicacion in vitro es viable y de
manera segura. ElI medio de cultivo empleado, asi como el M&S vy los
reguladores de crecimiento: BA, BAP y KN en dosificaciones de 3,5y 7
mg/It, presentaron buenos resultados dentro de la investigacion.

En lo que se refiere al factor A variedades de rosa, las que mejor adaptacion
y resultados obtuvo fue Quicksand (A2) presentando una mayor cantidad de
brotes y hojas por explantes. Para el factor B lo que es fitorreguladores se
determind mejor influencia en Bencil aminopurina (B3), mientras que la

dosificacion, la mas viable fue 5 mg/It (C2).

Se establecid que la interaccion de factores AXBXC: variedades de rosa x
tipos de fitoreguladores x dosis el tratamiento que mejor adaptacion y
resultados obtuvo fue el T14 (Quicksand + kinetina + 5mg/It) con un
promedio de 5 brotes por explante, 8 hojas por brote y 4.90 de altura por
cada brote, mientras que el tratamiento que menos brotes por explante
presento fue el T8 (Explorer + bencil aminopuina + 5 mg/It) y T9 (Explorer
+ bencil aminopuina + 7 mg/It) con 1 brote a los 90 dias de evaluacion

En los frascos de vidrio donde se encontraba el material vegetal, aquellos
que presentaron alguna contaminacion ya sea en el medio de cultivo o en el
explante se desecharon y se clasificaron el grado de contaminacion,
teniendo asi un porcentaje de sobrevivencia del 90% dentro de la

investigacion.
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4.11. Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos y conclusiones presentadas, se consideran las

siguientes recomendaciones:

Para un buen desarrollo de explantes in vitro se debe seguir de forma
cautelosa y rigurosa los protocolos de asepsia en el laboratorio de
Biotecnologia y para que de esta manera se reduzcan los indices de
contaminacion y que el material a propagar se ajuste a las caracteristicas
ideales para obtener plantulas de alta calidad higiénica.

Desarrollar futuras investigaciones en el laboratorio de biotecnologia de la
Universidad Estatal de Bolivar utilizando distintas variedades de rosas con
sus respectivos fitorreguladores ya que con esta investigacion se pudo
constatar que la propagacion in vitro es una alternativa para la produccion
répida y segura de plantas que permitiran reducir los costos de produccion
y garantizar la sanidad vegetal

Con base a los resultados, para la multiplicacion in vitro de rosas, se
recomienda la variedad Quicksand usando el fitorregulador Kinetina en
dosis de 5 mg/It, debido a que su combinacion presento mayores resultados
principalmente en el componente nimero de brotes por explantes y a su vez

presento la mejor relacion beneficio/costo.

Extraer explantes de plantas madres seleccionadas de buena calidad, plantas
de edad media, libre de problemas fitosanitarios y seguidamente realizar
procesos de desinfeccion antes de que sean ingresadas al laboratorio y

previo a la extraccién de las yemas
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Anexo N° 2 Base de datos de rosas
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Anexo N° 3 Manejo de ensayo

Fotografia 3: Materiales para la Fotografia 4: Peso del Agar y del
preparacion sacarosa.



Fotografia 5: Preparacion del Fotografia 6: Preparacion del
medio de cultivo medio de cultivo

B

Fotografia 8: Medios de cultivos
preparados

Fotografia 7: Distribucion de
medios de cultivos



Fotografia 9: Materiales para Fotografia 10: Proceso de
desinfeccion de explantes desinfeccion

Fotografia 11: Toma de variable Fotografia 12: Toma de variable
nimero de explantes contaminados longitud de brotes



Fotografia 14: Explantes en

Fotografia 13: Toma de variable )
tratamientos

namero de explantes por brote

Fotografia 15: Tratamiento de area Fotografia 16: Visita de campo
de incubacion con sus respectivas
etiquetas



Anexo N° 4 Glosario de términos técnicos

Agar: Agente gelificante que se utiliza para la preparacion de un medio de

cultivo.

Autoclave: Es un contenedor de presion metalico que soporta alta presion para
realizar una esterilizacion con vapor de agua, el agua en la autoclave puede

alcanzar temperaturas superiores a los 100 °C.

Biotecnologia: Area multidisciplinaria, que utiliza la biologia, quimica y
diferentes procesos, con enorme aplicacion en agricultura, la farmacia y la

medicina.

Citoquinina: Hormona vegetal que impulsan la division y la diferenciacion

celular.

Camara de flujo laminar: Es un espacio que utiliza una ventilacion para
coaccionar el paso de aire a través de un filtro y proveer un aire limpio a la zona

de trabajo para que se encuentre siempre libre de particulas.

Explantes: Tejido vivo separado de su 6rgano propio y transferido a un medio

artificial de crecimiento

Esterilizacion: Destruccion de todas las formas de vida microscopicas,

incluidos virus y esporas.

Fitorregulador: Producto que ayuda a regular el crecimiento de las plantas,
arboles o arbustos que generalmente se trata de hormonas vegetales también
conocidas como fitohormonas, y una de sus principales funciones son estimular

el desarrollo de las raices y las partes aéreas.

Fructificacion: Son partes generativas de la planta. A veces se aplica mas
ampliamente a las partes generativas de gimnospermas, helechos, colas de

caballo y lycophytes, aunque no producen frutos ni flore

florifagia: Consumo de flores como alimento, no todas las flores pueden
consumirse como alimento hay otro grupo de flores que pueden resultar toxicas

e incluso su ingesta puede ser mortal



fenoles: El fenol tiene un olor repugnantemente dulce y alquitranado
caracteristico. El fenol es una sustancia tanto manufacturada como natural
Genotipos: Coleccion de genes de un individuo. Se manifiesta en el momento
que la informacién encriptado en el ADN de los genes se puede utilizar para
elaborar proteinas y moléculas de ARN.

Porta injertos: Planta, arbusto o un arbol que recibe el injerto y estimula
posteriormente la formacion de raices con las que provee la nutricion mineral

debido a la asociacién patron - variedad.

Propagacion in vitro: Trabajar con segmentos de hojas, tallos y raices, en la

parte interior de un frasco de cristal en un medio artificial.

Reactivos: Sustancias que interaccionan con otras en una reaccion quimica con
caracteristicas y conformaciones distintas, llamadas productos de reaccion o

simplemente productos.
Subcultivos: Trasplante de células de un envase de cultivo a otro u otros

Totipotencia: Capacidad de una célula de dirigir el desarrollo total de un

organismo. Esto sucede si el nlcleo de una célula es idéntico al de un cigoto



