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Resumen

La rosa es una de las especies mas cultivadas y solicitadas como flor de corte, el Ecuador es el
tercer exportador de rosas con una participacion del 10 % a nivel mundial. La propagacion
tradicional de rosas, ha presentado limitaciones, dado que requiere mucho tiempo y por la
diseminacion de plagas y enfermedades; por ese motivo el cultivo in vitro ha resultado ser una
alternativa para propagar y comercializar plantas sanas. En la presente investigacion se propuso
desarrollar un protocolo para la propagacion in vitro de Rosa chinensis, mediante la evaluacion
de antimicrobianos en la fase de introduccion, valoracion de medios de cultivo, posicion del
explante y sustratos, en las fases de organogénesis y adaptacion al sustrato. En la fase de
introduccién, el tratamiento T3 (100 mg/L Metilparabeno), presentd el mayor porcentaje de
brotacion (80 %) y longitud promedio (1,3 cm); y, menor contaminacién (bacteriana y fungica)
y fenolizacion; en la fase de organogénesis todos los tratamientos favorecieron la brotacion, la
interaccion S2P2 (Y2 MS; 45 °) present6 el 100 % de rizogénesis, S2 (Y2 MS) produjo el mayor
porcentaje de callogénesis (33 %) y S1P1 (Y2 MS; 90 °) generd la mayor longitud promedio (2,
77 cm); por ultimo, en la fase de adaptacion al sustrato, se determind que el tratamiento T1
(Turba) favoreci6 la adaptacion de las plantulas presentando un 100 % de sobrevivencia y

enraizamiento, y una altura promedio de 3,48 cm.

Palabras clave: Metilparabeno, tetraciclina, organogénesis, posicion del explante



Abstract

The rose is one of the most cultivated and sought-after species as a cut flower, Ecuador is the
third largest exporter of roses with a participation of 10 % worldwide. The traditional
propagation of roses has presented limitations, since it requires a lot of time and because of the
spread of pests and diseases; for this reason, in vitro culture has proven to be an alternative to
propagate and commercialize healthy plants. In the present investigation, it was proposed to
develop a protocol for the in vitro propagation of Rosa chinensis, by evaluating antimicrobials
in the initiation stage, assessment of culture media, position of the explant and substrates, in the
phases of stage of organogenesis and acclimatization. In the initiation stage, treatment T3 (100
mg/L Methylparaben), presented the highest percentage of sprouting (80 %) and average length
(1,3 cm), and less contamination (bacterial and fungal) and phenolization; in the stage of
organogenesis, all treatments favored sprouting, the interaction S2P2 (Y2 MS; 45 °) presented
100 % rhizogenesis, S2 (%2 MS) produced the highest percentage of callogenesis (33 %) and
S1P1 (Y2 MS; 90 °) obtained the highest average length (2,77 cm); finally, in the acclimatization
it was determined that the T1 (peat) treatment favored the adaptation of the seedlings,

presenting 100 % survival and rooting, and an average height of 3,48 cm.

Keywords: Methylparaben, tetracycline, organogenesis, explant position.



Introduccion
La rosa es una de las plantas ornamentales méas cotizadas como flor de corte (Qi et al., 2018),
es una de las especies mas vendidas dentro del comercio internacional de flores (Henuka et al.,
2015). Debido a las condiciones climaticas y bajo costo de produccion, las regiones tropicales
de América Latina y Africa se han convertido en areas ideales para la produccion de rosas (Liu
et al., 2019); en Ecuador, la produccion de rosas inicié a principio de los 80's, alcanzando
rapidamente un alto prestigio y reconocimiento en el mercado internacional (Sozoranga &
Vélez, 2016), actualmente en el pais, el sector floricola se encuentra en tercer lugar de las
exportaciones totales del pais, con una participacion del 4 % (Sozoranga & Vélez, 2016; Zabala,
2019). En su informe Expoflores (2019), menciona que cerca del 80 % de exportacion de rosas
se realiza a la Union Europea, Estados Unidos, Rusia y Canada; en el 2019, las rosas

representaron el 74 % del total exportado.

En condiciones ex vitro las rosas se puede propagar de diferentes maneras mediante injertos,
esquejes, semilla y acodo, siendo estas dos ultimas técnicas las menos empleadas, ya que la
mayoria de rosas con fines comerciales se cultivan mediante injertos; sin embargo, al realizar
estos tipos de propagacion tradicional se tiene algunas limitaciones tales como condiciones
climaticas adversas, alta inversion, bajas tasas de multiplicacion (Yong, 2004), y diseminacion
de plagas y enfermedades (Buczacki, 1997), que pueden ser causadas por acaros, pulgones,
trips, nematodos (Meloidogyne y Xiphinema), hongos (Oidium leucoconium, Diplocarpon
rosae), bacterias (Agrobacterium tumefaciens) y virus (Rose mosaic virus, Arabis mosaic virus)

(YYouren, Jingyang, Baosheng, & Penghua, 2015).

La mayoria de las plantas se encuentran colonizadas por distintas bacterias endofiticas que, al
distribuirse por diferentes compartimentos de la planta, en condiciones de campo les permiten
tolerar condiciones de estrés (El-Deeb, Bazaid, Gherbawy, & Elhariry, 2012), pero en

condiciones in vitro, pueden permanecer latentes en el interior de los tejidos (Limsuwan et al.,
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2009; Pérez & Chamorro, 2013), por la alta concentracion de sales, azicares o pH en el medio
(Barrett & Cassells, 1994). En el cultivo de rosas, la informacién sobre la relacién entre las
plantas y bacterias endofiticas es escasa (El-Deeb, Bazaid, Gherbawy, & Elhariry, 2012); sin
embargo, Carrazana et al. (2003), mencionan que en cultivos lefiosos como la rosa, se pueden
encontrar contaminantes enddgenos que pueden inhibir su crecimiento, debido a que pueden

estar latentes y activarse cuando las condiciones ambientales sean favorables.

Para solucionar las limitaciones mencionadas en los ultimos afios, las técnicas que mas se han
usado para la micropropagacion de Rosas, a partir de 6rganos y tejidos vegetales, son el cultivo
de brotes, yemas, y callos; a diferencia del cultivo de embriones y protoplastos que son métodos
poco utilizados debido a su alto grado de dificultad (Castilla, 2005). La propagacion in vitro de
rosas, ha resultado ser una gran alternativa para propagar de manera masiva plantas

genéticamente idénticas, y libres de plagas y enfermedades (Leiva-Mora, 2006).

A pesar de que existen protocolos establecidos para diferentes variedades de rosas, en el caso
de Rosa chinensis, la cantidad de ensayos publicados es limitado. Por lo tanto, para cada fase
es necesario establecer los diferentes factores apropiados para la propagacién in vitro de este
cultivar con caracteristicas exportables. Por lo anteriormente mencionado, la presente
investigacion tuvo como objetivo desarrollar un protocolo para la propagacion in vitro de Rosa
chinensis, mediante la evaluacion de antimicrobianos durante la fase de introduccion, para la
obtencion de plantulas libres de patdgenos en un corto tiempo; y, valoracion de medios de
cultivo, posicién del explante y sustratos, durante las fases de organogénesis y adaptacion al
sustrato, para la regeneracion, multiplicacién y establecimiento de vitroplantas de R. chinensis,
bajo la hipétesis de que los protocolos evaluados en las fases de introduccidn, organogénesis y

adaptacion, permiten el establecimiento in vitro de Rosa chinesis.



Capitulo 1

1 Marco Tedrico

1.1 Rosa chinensis

El género Rosa abarca cerca de 200 especies, y como producto de los diferentes cruces se han
encontrado cerca de 30 mil variedades. Sin embargo, debido a la existencia de poblaciones
hibridas silvestres, la cantidad real ain es desconocida (Larson, 2013, pag. 83). Dentro de esta
gran cantidad de variedades se encuentra Rosa chinensis, que se cultiva y se vende en todo el
mundo como flores de corte o plantas de jardin (Liu et al., 2019). Sus flores presentan varios

usos medicinales, ornamentales y gastronomicos (Pressi et al., 2019).

1.1.1 Distribucion

El género Rosa, es endémico de las zonas templadas y subtropicales del hemisferio norte
incluyendo a Europa, Asia y Medio Oriente (Arzate-Fernandez, Bautista-Puga, Pifia-Escutia,
Reyes-Diaz, & Vazquez-Garcia, 2014); pero gracias a los hispanos y sajones, el cultivo de las
rosas se ha podido expandir y hoy en dia son cultivadas y comercializadas en varios paises de

América (Yong, 2004).

Especificamente Rosa chinensis, es una especie nativa de suroeste de China, provincia de
Szechua, donde se ha evidenciado el crecimiento de este rosal de manera silvestre (Clay &
Hubbard, 1977, pag. 30; Pressi et al., 2019), pero debido a las condiciones climaticas y bajo
costo de produccion, las regiones tropicales de América Latina y Africa son areas ideales para

la produccion de rosas (Liu et al., 2019).

En la actualidad los paises que representan el 76 % de exportaciones de flores a nivel mundial,
principalmente de rosa como flor de corte, son: Holanda que ocupa el primer lugar, con una
exportacion del 50 %, seguido de Colombia con 16 % y en tercer lugar Ecuador con 10 %

(Expoflores, 2019), sin embargo, debido a que el sector floricola, ha crecido en los ultimos
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afios, paises como México y Costa Rica se han destacado como productores y exportadores de

flores (Tuquerres, 2019).

En Ecuador, las empresas productoras de rosas se concentran en la Sierra, en provincias como
Pichincha (77 %), Cotopaxi (12 %), Imbabura (4 %), Azuay (2 %) y otros (5 %) (Corporacion
Financiera Nacional, 2017). En el pais, las flores son uno de los productos no tradicionales, que
representan el 4 % de las exportaciones (Zabala, 2019), segun el informe presentado por
Expoflores (2019), el 45,3 % de las exportaciones de rosas, tuvo como destino principal Estados
Unidos, seguido de la Union Europea con 20,2 %, Rusia 14,7 %, Canada 2,5 %, Ucrania 2,4 %,
Kazajistan 2,3 %, Chile y China 1,4 % y Japon 1,1 %, mientras que el 8,7 % restante lo

abarcaron los demas mercados.

Respecto al incremento del mercado de flores, durante el 2018 y 2019, Canada mantuvo su
participacion, Estados Unidos, Ucrania, Kazajistan y otros, incrementaron su participacién con
3,9 %; 1,0 %; 0,2 % y 1,7 % respectivamente, mientras que paises de la Unién Europea, Rusia,
Chile, China y Japon, presentaron un decrecimiento de 1,8 %; 4,1 %; 0,5 %; 0,4 % y 0,1 %,

respetivamente (Expoflores, 2019).

1.1.2 Taxonomia

La rosa es una planta ornamental que pertenece a la familia Rosaceae (Alvarez, 1980 citado en

Yong, 2004).
La clasificacion taxondémica de Rosa chinensis, segin Lopez (2015, pag. 114), es la siguiente:

Reino: Plantae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género: Rosa

Especie: Rosa chinensis



1.1.3 Descripcién

Rosa chinensis es una planta arbustiva que puede medir entre 1 y 2 m de altura, sus tallos son
semilefiosos con espinas, sus hojas son compuestas, imparipinadas y de color verde y su sistema
radicular es vigoroso (Yong, 2004; Arzate-Fernandez et al., 2014). Sus flores son completas,
en racimos y con una amplia gama de colores (blanco, amarillo, morado y rosado), su floracion
es continua y su fruto se encuentra encerrado en un receptaculo carnoso (Buczacki, 1997, pag.

60).

1.1.4 Plagasy enfermedades

El cultivo de rosas, puede ser expuesto a plagas y enfermedades como consecuencia de malas
préacticas agricolas. Entre las principales plagas se encuentran los &caros que causan zonas
cloréticas en las hojas, pulgones que provocan hojas deformes y descoloridas por succion de la
savia (Sinha, 2017), trips que se alimentan de diferentes partes de la planta, causando
deformacion en flores y hojas (Sathyan, Dhanya, Preethy, Aswathy, & Murugan, 2017) y
nematodos (Meloidogyne, Rotylenchulus y Xiphinema) que atacan las raices dificultando el
transporte y absorcién de nutrientes y formando agallas (Ei-Deen, Hadeer, EI-Ghamdi, &

Samra, 2015).

Como enfermedades principales del cultivo de rosa, ocasionadas por hongos esta botrytis
(Botrytis cinerea), que causa necrosis en las partes aéreas de las plantas, roya (Phragmidium
mucronatum) que provoca clorosis en las hojas por la acumulacién de esporas en el envés de la
hoja, y la mancha negra (Diplocarpon rosae) que genera manchas oscuras sobre las hojas

(Sinha, 2017).

En las especies vegetales en condiciones de campo, la presencia de microorganismos puede
resultar beneficiosa, dado que les permiten resistir al estrés bidtico y abidtico, incrementar el

crecimiento y desarrollo vegetal al mejorar su nutricién, actuar como biocontroladores, fijar el



nitrégeno, solubilizar el fésforo entre otras, pero en ocasiones pueden actuar como patdégenos
causando la muerte de las plantas debido a que compiten por el espacio y nutrientes (Cano,
2011; Orlikowska, Nowak, & Reed, 2017). En el cultivo de Rosa damascena trigintipeta, El-
Deeb, Bazaid, Gherbawy, & Elhariry (2012), caracterizaron bacterias endofiticas (Planococcus,
Micrococcus, Bacillus, Methylococcus, Acinetobacter y Acetobacter) capaces de interactuar
con la planta por medio de la produccion de fitohormonas (IAA), enzimas hidroliticas y

sideréforos, entre otros.

En condiciones in vitro, los vitropatégenos pueden resultar nocivos, ya que su proliferacion
incrementa al disponer de una Optima concentracion de nutrientes en el medio de cultivo
(Lumsden, Pryce, & Leifert, 1990); en algunos casos, la contaminacion no siempre es visible
en las etapas iniciales del cultivo por el alto contenido de sales o sacarosa y variacion de pH
(Falkiner, 1997), pero su tasa de multiplicacion puede incrementar a medida que se realicen
subcultivos (Reed, Mentzer, Tanprasert, & Yu, 1998). Las pérdidas del material vegetal in vitro
pueden ser del 10 — 35 % por la presencia de hongos y levaduras, y del 20 — 55 % por bacterias

(Leifert, Morris, & Waites, 1994).

1.1.5 Propagacién

Las rosas se pueden propagar de manera sexual y asexual; la primera implica la fusion de
gametos haploides (fecundacién) y se produce a gran escala, y la segunda puede realizarse por
injertos, brotes o esquejes enraizados (Yong, 2004), no obstante, estas técnicas pueden
presentar algunas limitaciones, ya que son costosas, requieren de tiempo y trabajo, su
produccién es lenta y puede ocurrir la diseminacion de plagas y enfermedades (Kumud, Hem,

& Vijay, 2015).

Las dificultades que presentan ambas propagaciones, estan siendo solucionadas a través del

cultivo de tejidos vegetales con el fin de propagar de forma masiva plantulas genéticamente



idénticas y mejoradas, libres de plagas y enfermedades en un espacio reducido y en menor

tiempo (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

1.1.6 Antecedentes del cultivo in vitro de Rosa chinensis

A pesar de existir limitados estudios sobre la micropropagacion in vitro de esta especie, en los
ultimos afios se han reportado algunos ensayos. Sun et al. (2013), lograron obtener plantulas
sanas de Rosa chinensis “Xiangbin”, a partir de nddulos de tallo, sembrados en un medio basal
MS suplementado con 1,0 mg/L de 6-BA y 0,2 mg/L de IBA; y, 80 % de enraizamiento en un
medio MS al 50 % con 0,3 mg/L de NAA; Diniz, Almeida, Oliveira, & Vidal (2014), obtuvieron
5 brotes/explante, en medio MS con 1,0 mg/L de BAP, y el 100 % de las plantulas enraizaron

utilizando sales MS al 100 %, sin la adicién de fitohormonas.

Tho et al. (2018), sembraron segmentos de tallos de Rosa chinensis Jacg. var. minima Redh, en
medio MS con 2 mg/L de BA; 0,5 mg/L de Kinetina; 0,5 g/L de carbon activado y 30 g/L de
sacarosa, logrando una tasa de brotacion del 100 % y 3,6 brotes/explante con una longitud
promedio de 2,2 cm. En el estudio realizado por Tibkwang, Junkasiraporn, &
Chotikadachanarong (2018), indican la posibilidad de obtener un mayor nimero de
brotes/explante (2,73 — 2,77), sembrando segmentos nodales de Rosa chinensis Jacq. var.
minima Voss, en medio basal MS con 1,5 mg/L de TDZ y 40 g/L de sucrosa. Actualmente no
hay reportes sobre la induccion de organogénesis in vitro en rosas sin la adicion de reguladores

de crecimiento.

Reed, Mentzer, Tanprasert, & Yu (1998), sefialan que el establecimiento in vitro de especies
lefiosas como las rosas, pueden resultar susceptibles a infecciones causadas por la repentina
aparicion de bacterias endofiticas, las cuales, al distribuirse por todos los tejidos vegetales
mediante los haces vasculares, pueden establecerse durante un largo tiempo en el interior de los

organos manifestando diferentes factores de patogenicidad, evitando los mecanismos de



defensa de las plantas y afectando su crecimiento y desarrollo (Fletcher & Wayadande, 2009).
Por ese motivo Young, Hutchins, & Canfield (1984), incubaron brotes contaminados de roble
y manzano en un medio liquido con la siguiente combinacion de antibidticos: 25 mg/L de
cefotaxima + 25 mg/L de tetraciclina + 6 mg/L de rifampicina + 6 mg/L de polimixina B,
logrando eliminar las bacterias en su totalidad; Salehi & Khosh-Khui (1997), evaluaron
diferentes soluciones de antibidticos (ampicilina, tetraciclina, gentamicina y amoxicilina) en
segmentos nodales de rosa miniatura “Baby masquerade” para eliminar la contaminacion
enddgena presente en la especie; inicamente el 20 % de los explantes se descontaminaron con
10 mg/L de gentamicina y tetraciclina antes de realizar la esterilizacion superficial de los
explantes; pero el mayor porcentaje de descontaminacion (>50 %), se obtuvo después de la

esterilizacion superficial, al aplicar 100 mg/L de cada antibi6tico por 30 min.

1.2 Cultivo in vitro y morfogénesis

1.2.1 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, 2015; Cortes, Pérez, & Mora, 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
extincién o que presentan una carga genética importante (George, Hall, & De Klerk, 2008;

Martinez-Villegas et al., 2015).



1.2.2 Morfogénesis

La morfogénesis es la formacion de 6rganos y comprende procesos de desdiferenciacion celular
y rediferenciacion, bajo determinados estimulos, para obtener diferentes respuestas como la
regeneracion de brotes, primordios de raices, callos, entre otros (Pérez-Bernal, Delgado,

Hernandez, & Armas, 2008).

La respuesta morfogenética puede variar segun el tipo de material vegetal, composicion del
medio y adicién de reguladores de crecimiento debido a su relacion directa con el explante (De
Menezes et al., 2016). Segun Prieto, Jordan, Barrueto, Rocha, & Durzan (2005), las condiciones
enddgenas del medio, deben permitir que los diferentes tejidos expresen distintas respuestas

como organogénesis radicular, caulinar y embriogénesis; tanto directa como indirecta.
1.2.2.1 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, Pérez, Moreno, & Moreno, 2019).

Durante el proceso caulogénico se ha diferenciado tres fases: la primera es la adquisicion de
competencia morfogenética, marcada por un proceso de desdiferenciacion o transdiferenciacion
celular, la segunda fase implica un proceso de estimulacion de los meristemas apicales, por
efecto de la presencia de reguladores de crecimiento en el cultivo, y la tltima fase comprende

el desarrollo de brotes (Alvarez, Bueno, Cuesta, Feito, & Ordas, 2020).

El desarrollo caulogénico, puede ser directo e indirecto, la via directa, consiste en la formacién

de brotes a partir de meristemos caulinares y elongacion del tallo sin la formacion de células



callosas, mientras que la via indirecta, implica el cultivo de callos para el desarrollo de brotes

(Suarez, 2020).

1.2.2.2 Rizogénesis

La rizogénesis es una respuesta morfogenética que se basa en la generacion de raices
adventicias a partir de un vastago, la interaccién entre auxinas y citoquininas en baja
concentracion, promueve la formacién polar de la raiz en la zona basal del vastago (George,

Hall, & De Klerk, 2008; Jofré, Rios, Becerra, & Sanchez, 2016).

El proceso rizogénico, consiste en la formacion de primordios radicales en la parte basal del
explante, como resultado de la formacién de meristemoides que presentan un grado de
polaridad. Una vez formado el primordio radical, comienza el desarrollo de tejidos
parenquimaticos y vasculares, desencadenando la formacion y desarrollo del tejido rizogénico.
Esta respuesta morfogenética puede ser inducida, mediante las células diferenciadas del tallo o

previo a la formacién de callo (Pérez, 2006).

1.2.2.3 Callogénesis

Segun Pérez (2006), un callo estd compuesto por células meristematicas y somaticas unidas a
células parenquimaticas con grandes vacuolas, dichos tejidos generan nédulos, permitiendo que

las células se dividan constantemente y aumenten su tamafio.

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. 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 El Kbiach et al., 2017).
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1.2.3 Medio de cultivo

Un medio de cultivo es la formulacion de sales inorgénicas y compuestos organicos necesarios
para la nutricion de los tejidos vegetales (Levitus, Echenique, Rubinstein, Hopp, & Mroginski,

2010).

Segln Indacochea, Julio, & Parrales (2017, pag. 17), para asegurar la proliferacion 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. Segin De Menezes
et al. (2016), para garantizar la disponibilidad de nutrientes a los tejidos vegetales, el medio de
cultivo puede estar compuesto por macro y micronutrientes, aminoacidos, vitaminas, agentes
gelificantes, fuente de carbono y agua pura libre de iones. A continuacion, se detalla cada uno

de los componentes del medio.

1.2.3.1 Salesinorganicas

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
introduccion y multiplicacion han favorecido el crecimiento y proliferacion de brotes en rosas
(Castilla, 2005). 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-Marifia, Silva-Pupo, Borges-Garcia, & Fonseca-Arias, 2016).

Pérez (2006), menciona que los macronutrientes son elementos minerales que los tejidos
vegetales requieren en cantidades mayores, mientras que los micronutrientes son requeridos en
cantidades menores, para evitar un efecto tdxico en elevadas cantidades. Al respecto Martinez-
Villegas et al. (2015), sefialan que el medio nutritivo mas utilizado para iniciar el cultivo,
multiplicar y enraizar tejidos vegetales es Murashige y Skoog (MS), debido a su contenido de

macronutrientes y micronutrientes, con el fin de estimular una respuesta morfogenética in vitro
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(Murashige & Skoog, 1962), la concentracion de sales en el medio puede variar, al reducir su
concentracion a la mitad o a un cuarto de lo normal, la oxidacion fendlica disminuye y se activa
una respuesta rizogénica (Canli & Kazaz, 2009), mientras que altas concentraciones de sales
(>50 %), pueden afectar el crecimiento y desarrollo del tejido vegetal (Bahmani, et al., 2012).
Araruna et al. (2017), comparten que las concentraciones de sales juegan un papel fundamental
en las rutas metabdlicas ya que al activarlas o desactivarlas, pueden favorecer o inhibir el

desarrollo de explantes o provocar la muerte de los tejidos vegetales.

1.2.3.2 Fuente de carbono

Los tejidos vegetales in vitro, necesitan un aporte exdgeno de carbohidratos que les proporcione
la energia necesaria, ya que carecen de actividad fotosintética (Leifert, Murphy, & Lumsden,
1995; Tacoronte, Vielma, Olivo, & Chacin, 2017). La sacarosa es la fuente de carbono méas
utilizada, ya que induce el crecimiento celular, formando plantulas con mayor altura, diametro
y nimero de hojas. Por lo general se utiliza en concentraciones entre 1 — 5 %, para inducir una

respuesta morfogenética (Martin, 2017; Cuchut & Murillo, 2019).

Segun Reyes-Diaz, Arzate-Fernandez, & Pifia-Escutia (2018), 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. Pero
como alternativa también se pueden utilizar otras fuentes energéticas como glucosa, fructosa,

maltosa, galactosa y myo-inositol (Martin, 2017; Cuchut & Murillo, 2019).

1.2.3.3 Vitaminas y aminoacidos

El crecimiento y la morfogénesis en cultivos de tejidos vegetales, pueden ser inducidos por la
adicion de suplementos externos como vitaminas y aminoacidos. Las vitaminas mas usadas en
el cultivo in vitro son la tiamina, myo-inositol, acido nicotinico, vitamina C y D3, entre otras

(Abrahamian & Kantharajah, 2011).
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Las vitaminas son complejos esenciales para el correcto desarrollo celular del tejido vegetal,
por lo general las plantas sintetizan una mayor cantidad de vitaminas, debido a que las utilizan
para el crecimiento y diferenciacion celular, cumpliendo un rol catalitico; cuando los tejidos
vegetales son cultivados bajo condiciones in vitro, la ausencia de vitaminas puede ser un factor

limitante en su desarrollo (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

Las celulas vegetales metabolizan los aminoécidos como una fuente de nitrogeno, para obtener
energia y favorecer el crecimiento y desarrollo vegetal (Reyes-Diaz, Arzate-Fernandez, &
Pifia-Escutia, 2018), los aminoacidos méas usados son la L-glicina, L-glutamina, L-prolina, L-

lisina, L-cisteina, &cido glutamico, entre otros (Sharry, Adema, & Abedini, 2015).

1.2.3.4 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 semisolida con un agente solidificante, este Gltimo
permite una posicion fija del explante. El agar en 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 (Romay, Matehus, Gerstl, Rueda, & Santana, 2006). Moreno, Moreno, Ruffo,
& Goémez-Kosky (2001), mencionan que, al adicionar bajas concentraciones de agar, existe
menor retencion de los componentes del medio de cultivo, lo que favorece a la absorcion de

nutrientes en los explantes vegetales.

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 enzimatica
bacteriana (Sharry, Adema, & Abedini, 2015). 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 (Martin, Cardenas, & Cardenas, 2013).
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1.2.3.5 Antimicrobianos

Los antimicrobianos son agentes que se caracterizan por destruir o inhibir el desarrollo y
multiplicacién de microorganismos, debido a que presentan un efecto bacteriostatico y/o
fungistatico (Singh, 2018). Entre los mecanismos de accidn que presentan, estan: inhibicién de
la biosintesis de acidos nucleicos, afectacion a las membranas e interrupcion de procesos
metabdlicos (Rodriguez, 2011). 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; al respecto Abreu, Castillo, Sol & Gonzalez (2016),
mencionan que es importante considerar su concentracion, para evitar efectos fitotoxicos sobre

los tejidos vegetales.

Entre los antimicrobianos se encuentran: antivirales, antimicobacterianos, antirretrovirales,
antiparasitarios, antibacterianos como las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
tetraciclinas, sulfonamidas, glucopéptidos, entre otros (Girdn, 2008), y antimicéticos como
polienos, azoles, alilaminas, lipopéptidos, pirimidinas y otros (Allevato, Negroni, & Galimberti,

2007).

Las tetraciclinas son usadas como antimicrobianos, debido a que presentan un mecanismo de
accion bacteriostatico sobre los bacilos Gram negativos, fijandose en la subunidad 30s,
impidiendo el ensamblaje de los péptidos y causando la muerte celular bacteriana (Morejon,
Salup, & Cué, 2003); no obstante, en los Gltimos afios, su espectro ha disminuido como
consecuencia de un elevado nivel de resistencia bacteriana (Fernandez-Cuenca et al., 2006).
Ligos, Turrientes, & Cisneros (2009), reportan que una concentracion de 30 mg/L de
tetraciclina en el medio, resulta ser la mas adecuada para eliminar contaminantes enddgenos en

los explantes e influir lo menos posible en el desarrollo morfogénetico de los explantes.
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Los parabenos, también son uno de los compuestos antimicrobianos mas utilizados, por su
efecto contra hongos, levaduras y bacterias (Gram positivas), accion en medios neutros, bajo
costo de produccion (Weber, 2005) y por no inducir resistencia en los microorganismos (Nes
& EKlund, 1983). Los parabenos que mas se utilizan son: metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno y butilparabeno. ElI metilparabeno es un compuesto muy usado como
conservante en la industria por su actividad antioxidante al capturar los radicales libres que
causan alteraciones a nivel celular (Galeano, Rodriguez, Correa, & Caicedo, 1981), amplio
espectro antimicrobiano (Ley, Mendaza, & GOmez, 2006), baja toxicidad, resistencia a altas
temperaturas y esterilizacion en autoclave, y estabilidad en un rango de pH de 4,5 a 7,5 (Madox,
1982 citado en Soni, Carabin, & Burdock, 2005). Aungue no existe una concentracion éptima
para su uso en el cultivo in vitro, Galeano, Rodriguez, Correa, & Caicedo (1981), recomienda

usarlo en bajas concentraciones, con el fin de evitar efectos fitotoxicos.

1.2.4 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, para

evitar estos problemas, se recomienda valores entre 50 — 60 % (Pérez, 2006).

Otro factor a considerar es la luz, la cual interviene en el desarrollo y crecimiento vegetal de
los organismos autotrofos. Segun Murillo-Talavera et al. (2016), es importante considerar
aspectos como el fotoperiodo, la intensidad y duracién de la luz, dado que permiten la
activacion de varias respuestas fisioldgicas, los autores recomiendan una longitud de onda de

400 — 700 nm y un fotoperiodo 16/8 (horas luz/oscuridad).
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Por ultimo, la temperatura, es un factor que puede variar segin la especie vegetal, en especies
tropicales, el rango promedio de temperatura es de 28+1 °C y en especies de clima frio, el rango
promedio es de 51 °C; sin embargo, la mayoria se desarrollan en un rango promedio de

temperatura de 24+1 °C, ya que favorece desenvolvimiento vegetal (Garcia et al., 2004).

Para el crecimiento y desarrollo de los explantes se recomienda incubar bajo condiciones
controladas, con una temperatura de 24+1 °C, iluminacion entre 1000 — 3000 lux, fotoperiodo
de 16/8 horas de luz y oscuridad y humedad relativa entre 70 — 80 %, con el fin de evitar la
presencia de contaminantes biolégicos (hongos, virus y bacterias) (Paz, 2000). Por lo

mencionado se recomienda usar un climatizador.

1.2.4.1 Céamara de clima constante (climatizador)

La camara de clima constante, produce energia térmica (frio/calor) y posee 3 filtros, dos
situados en el equipo y uno ubicado en los terminales de los difusores, estos filtros aseguran la
eliminacién de particulas que se encuentran en estado de suspension y microorganismos,
generan una atmosfera estéril, y permiten mantener las condiciones controladas (MEMMERT,

2019).

1.2.5 Fases del cultivo in vitro

1.2.5.1 Fase 0: seleccion de la planta madre

Etapa inicial que comprende la seleccion de plantas donadoras, para poder establecer el cultivo
de manera aséptica, es importante que la planta madre presente un buen nivel nutricional, un
desarrollo adecuado y que se mantenga en un invernadero bajo condiciones sanitarias éptimas
(Roca & Mroginski, 1993, pag. 113). Al momento de seleccionar la planta donadora, existen
factores que se deben considerar, como su edad y fisiologia, estado en el que se recolecta,

tamafo y calidad sanitaria (Levitus et al., 2010). El estado fisioldgico de la planta donadora es
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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 6rganos vegetales jovenes y
con menor diferenciacion, ya que presentan una mejor respuesta in vitro en la fase de
establecimiento (Roca & Mroginski, 1993, pag. 131; Guerrero, Gomez-Kosky, & Bermidez-

Caraballoso, 2016).

1.25.2 Fase I: introduccion al medio

Esta fase implica la seleccion del explante, protocolo de desinfeccion y establecimiento en el
medio de iniciacién (Montilla de Bravo et al., 1997). Es importante tener una total asepsia, para
lograr la induccion morfogenética del material vegetal en condiciones in vitro (Prieto et al.,

2005, pag. 55).

Al momento de seleccionar los explantes, segun El Boullani, Lagram, El Mousadik, & Serghini
(2017), es importante considerar su tamafio, ya que puede influenciar la proliferacién de yemas
en el medio. Si bien un explante de mayor tamafio permite el crecimiento, regeneracién de
organos y proliferacion de callos, las posibilidades de contaminacion también aumentan; con el
fin de disminuir la contaminacién 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, Julio, & 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, peréxido de hidrégeno,
entre otros (Montilla de Bravo et al., 1997; George, Hall, & De Klerk, 2008). La concentracion
y tiempo de exposicidn de los reactivos, sera en funcién del tipo de 6rgano vegetal, para evitar

que las células se dafien e interfieran con las respuestas morfogenéticas (Prieto et al., 2005).

Garcia-Luis, Bordon, Moreira-Dias, Molina, & Guardiola (1999), mencionana que al momento
de sembrar los explantes, la polaridad y su posicion en el medio, puede influir en la obtencion
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de una respuesta morfogenética. Segun Garcia, Araluce, Rubio, Rodriguez, & Feria (2004), los
explantes pueden ser sembrados con la zona apical hacia arriba y la radical en direccion al
medio (polar) o vicerversa (apolar); repecto a la posicion, los segmentos nodales pueden ser
sembrados en posicion vertical u horizontal (McClelland & Smith, 1990) para observar su
influencia en la generacion de brotes/explante y su longitud (Sutter & Barker, 1985). Al
momento de realizar la siembra, es importante asegurarse de que el explante esté en contacto
con el medio para evitar su deshidratacion y favorecer su capacidad de regeneracion (Sandoval,

Brenes, & Pérez, 1991, pag. 9).

1.2.5.3 Fase Il: multiplicacién

En esta fase se busca que los explantes que consiguieron establecerse en la fase de induccién,
produzcan brotes axilares o adventicios. En los segmentos nodales, dentro del peciolo de cada
hoja se encuentra una yema, la cual se desarrollara 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 traves de divisiones y resiembras se puede lograr un incremento

exponencial (Parismoreno, Gordillo, & Santos, 2016).

Dado que el propdsito de la fase de multiplicacién, es producir un mayor nimero de yemas
axilares o adventicias en un menor tiempo de produccidn, este procedimiento se debe realizar
en equipos especiales como la camara 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 division 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, Julio, & Parrales, 2017).
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1.2.5.4 Fase IV: enraizamiento

La fase de enraizamiento es un evento fisioldgico importante en el cultivo in vitro, puesto que
su presencia facilita la absorcion de agua y nutrientes, y permite el posterior establecimiento de
las vitroplantas a condiciones ex vitro (Fernandez, Diaz, & Gonzélez, 2016). En esta fase se da
la formacion de raices a partir de los brotes obtenidos en la fase de multiplicacion. Dependiendo
del tipo de explante, esta fase se puede evitar, dado que en las fases iniciales la multiplicacion

y enraizamiento pueden ocurrir en conjunto (Indacochea, Julio, & Parrales, 2017).

Segun Jofré et al. (2016), la adicion de auxinas (AIA e IBA), compuestos fendlicos, diferentes
fotoperiodos, entre otros, favorecen la induccién de raices en los explantes, como estimuladores
del enraizamiento; pero segun Fernandez et al. (2016), también se puede adicionar carbon

activado, ya que favorece el desarrollo caulinar, foliar y radicular en los explantes.

1.255 Fase V: aclimatacion

La aclimatacion de los explantes es una etapa importante en la micropropagacion, ya que puede
presentar una elevada mortalidad de las vitroplantas, debido a que los explantes en la fase in
vitro crecen con una humedad relativa alta, nutricién casi heterotrofica y bajo intercambio
gaseoso, pueden presentar algunos cambios estructurales y fisioldgicos, como baja eficiencia
fotosintética, menor cantidad de ceras epicuticulares y alteracion del funcionamiento
estomatico (Vargas-Castillo & Abdelnour-Esquivel, 2010). Para evitar las pérdidas se puede
disminuir de manera gradual la humedad relativa en los recipientes, evitar la luz directa sobre
las plantas y mantener una temperatura entre 13 y 30 °C, hasta llegar a las condiciones
ambientales naturales (Majada, Sanchez-Tamés, & Sanchez-Moreiras, 2003; Pérez & Cornejo,

2014, pag. 29).

Majada et al. (2003), sefialan que antes de trasplantar los explantes, se debe lavar las

vitroplantas con agua templada, retirando residuos de agar que pueden servir como medio para
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microorganismos patdgenos, y sembrarlos en recipientes con sustrato estéril y aireado. Vargas-
Castillo & Abdelnour-Esquivel (2010), 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, Palacios-Arriaga &

Rout (2019), recomienda usar diferentes sustratos formulados.

1.2.6 Problemas en el cultivo in vitro

1.2.6.1 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 (Hernandez

& Gonzalez, 2010).

Las fuentes de contaminacion que actian como vehiculos de los agentes contaminantes son el
material vegetal, el aire, el medio y los operarios (Suarez, 2020, pags. 32-33). Los
contaminantes microbianos més 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 (Singh, 2018). Sin embargo, las bacterias son
uno de los contaminantes mas comunes, dificiles de detectar y eliminar (Villa & Arbelaez,

2019).

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 antibioticas o antimicoticas durante el proceso de desinfeccion, incubar los
explantes por 24 horas en un medio basico (Indacochea, Julio, & Parrales, 2017), o adicionar
antibioticos en el medio, como cloranfenicol y tetraciclina (bacteriostaticos) y penicilina,

cefotaxima, ticar y rifampicina (bactericidas); es importante que su adicion no varie el pH del
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medio, deben ser estables, de amplio espectro y no causar resistencia bacteriana (Abreu,

Castillo, Sol, & Gonzélez, 2016).

1.2.6.2 Fenolizacion

Durante el establecimiento in vitro, los explantes y el medio, pueden presentar oscurecimiento;
cuando la célula vegetal, es sometida a estrés, presenta algun dafio o se encuentra senescente,
los niveles de las especies de oxigeno reactivo (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)
aumentan y ocurre la liberacion de enzimas oxidasas, denominadas polifenol oxidasas. Estas
enzimas en conjunto con sus sustratos (tirosina o fenoles), liberan exudados toxicos (quinonas),

que provocan la muerte del explante, al inhibir su crecimiento (Azofeifa, 2009).

Algunos factores como la intensidad de luz, lesiones en el tejido vegetal, exposicion prolongada
a reactivos desinfectantes, entre otros, ocasionan que los explantes se oxiden de manera
progresiva causando incluso su muerte (Méndez-Alvarez & Abdelnour-Esquivel, 2014). Para
evitar o disminuir los problemas oxidativos, Azofeifa (2009), recomienda usar explantes
jévenes, disminuir la intensidad de la luz, mantener en oscuridad los medios de cultivo de 2 —
3 dias antes de exponerlos a la luz, usar antioxidantes (acido citrico, acido ascérbico y cisteina)
en el protocolo de desinfeccion y/o medio de cultivo, adicionar carbon activado (2,0y 3,0 g/L),
sembrar en medio liquido, sustituir agentes desinfectantes, realizar subcultivos y reducir a la

mitad la concentracion de sales.
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Capitulo 2
2 Metodologia
2.1 Localizacion del ensayo
La investigacion se realizé en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la carrera de Ingenieria
en Biotecnologia de los Recursos Naturales, en la Universidad Politécnica Salesiana, ubicada

en la parroquia EIl Girén, cantén Quito, provincia de Pichincha.

2.2 Seleccion, colecta y transporte del material vegetal
Las plantas donadoras de Rosa chinensis (Figura 1) se adquirieron en la provincia de Pichincha,

canton Quito, parroquia Ponciano.

Figura 1. Planta donadora de R.
chinensis.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Para la seleccidn se considerd la edad del explante, entre 3 y 6 meses, para reducir la presencia
de fenoles al momento del corte y siembra, se verifico que las plantas estén visualmente sanas
y que presenten un mayor nimero de yemas.

Se realiz6 un pretratamiento a las varetas con la aplicacion de un fungicida de contacto
(Chlorothalonil) por 12 horas, luego se envolvio en papel periédico himedo y se las coloco en

fundas plasticas para trasportarlas hacia el laboratorio.

22



2.3 Fase I: Desinfeccién de los explantes y evaluacion de antimicrobianos

2.3.1 Protocolo de desinfeccion

Realizado el pretratamiento a las varetas, se cort6 en segmentos nodales de un tamafio promedio
de 5 cm (Figura 2a) y se sumergieron en cinco soluciones diferentes (Tabla 1, Figura 2b).

Después de cada inmersion, los explantes fueron lavados tres veces con agua destilada estéril.

Segmentos
nodales

\ ga—
Figura 2. a) Segmentos nodales de R. chinensis; b) Protocolo de
desinfeccion.

Elaborado por: Los autores, 2020.

Tabla 1.

Protocolo de desinfeccion aplicado a explantes de R. chinensis, en la fase de introduccion.

Solucion desinfectante Concentracion  Tiempo de inmersion

Agua + jaboén 1% viv 3 min

NaClO 3% viv 1 min

Alcohol 80 % viv 1 min

Fungicida (sulfato de cobre

) 0,1% viv 40 seg
pentahidratado)

Acido citrico 0,05 % plv 1 min

Elaborado por: Los autores, 2020.

2.3.2 Medio de introduccion
El medio de cultivo empleado para la fase de introduccion, fue MS al 100% (Anexo 1),

suplementado con sacarosa, carbon activado, acido citrico y pH ajustado a 5,8; en el ensayo se
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evaluaron diferentes antimicrobianos adicionados al medio de cultivo (Tabla 2). Los explantes
cultivados se colocaron en un climatizador, bajo condiciones controladas con una temperatura

24+2 °C, humedad relativa entre 70 — 80 % y fotoperiodo 16/8.

Tabla 2.

Antimicrobianos utilizados para la induccion de brotes en Rosa chinensis al medio de cultivo.

Tratamiento Descripcién Concentracién (mg/L) Referencia

Tl Testigo 0 -
o (Ligos, Turrientes,
T2 Tetraciclina 35 ]
& Cisneros , 2009)
T3 Metilparabeno 100 Ensayos
T4 Metilparabeno 200 preliminares

Elaborado por: Los autores, 2020.

2.3.3 Unidad experimental
La unidad experimental consistié en un contenedor de vidrio de 4 cm de didmetro y 10 cm de

alto, con 12 mL de medio de cultivo y una yema de Rosa chinensis.

2.3.4 Anélisis estadistico

Se realizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 4 tratamientos y 23 repeticiones.

2.3.4.1 Prueba de normalidad
Se realizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos,

utilizando el software InfoStat.

2.3.4.2 Prueba de Kruskal-Wallis y Anélisis de varianza
Se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia al 5%, para
determinar si el grupo de datos procede de la misma poblacion, si el valor de p es menor o igual

a 0,05 se rechaza la hipo6tesis nula, caso contrario se acepta (todos los tratamientos presentan el

24



mismo efecto). Se realiz6 el anélisis de varianza (ANOVA) para las variables con una

distribucion normal de datos, y la prueba de significancia de Duncan al 5%.

2.3.5 Variables y métodos de evaluacion
Mediante una observacion sistemaética, las variables se registraron cada 7 dias, durante 3

Semanas.

2.3.5.1 Porcentaje de contaminacién bacteriana
Se evalud la formacién de colonias bacterianas sobre el medio y/o explante (Figura 3), se
califico con 1 la presencia y 0 la ausencia de contaminacién, y se contabilizé el niUmero de

explantes contaminados sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.

Figura 3. Contaminacion bacteriana en
explantes de R. chinensis.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.3.5.2 Porcentaje de contaminacion fungica
Se evalud el crecimiento de hongos sobre el medio y/o explante (Figura 4), se calificé con 1
la presencia y 0 la ausencia de contaminacion, y se contabilizd el nimero de explantes

contaminados sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.
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Figura 4. Formacion de hongos sobre el
medio y explante.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.3.5.3 Porcentaje de fenolizacion

Se evaluaron los tejidos que presentaron oscurecimiento (color café), resultado de la
acumulacion de fenoles producidos por un estrés oxidativo, se calificé con 1 la presenciay 0 la
ausencia de fenolizacién, y se contabilizé el nimero de explantes fenolizados sobre el total de

explantes por tratamiento, por 100.

2.3.5.4 Porcentaje de callogénesis
Se evalud la formacion de callo (masas celulares no diferenciadas blanquecinas) en
los explantes (Figura 5a). Se califico con 1 la presenciay 0 la ausencia de callo, y se contabilizo

el nimero de explantes con tejido calloso sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.

Figura 5. a) Formacion de células callosas; b) Ausencia de callos en
explantes de Rosa chinensis.
Elaborado por: Los autores, 2020.
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2.3.5.5 Porcentaje de brotacion

Se evaluo la brotacion en los explantes, cuando el brote tenia una longitud aproximada de 1 cm
(Figura 6a) y presentaba primordios foliares (Figura 6b). Se califico con 1 la presenciay 0 la
ausencia de brotacién, y se contabilizd el nimero de explantes brotados sobre el total de

explantes por tratamiento, por 100.

a)

Figura 6. a) Emision de brote; b) Yema brotada con hojas iniciales.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.3.5.6 Longitud del brote (cm)
Al final de la fase se midi6 la longitud del brote (cm), con una regla desde la base del brote

hasta el apice de la hoja.

2.4 Fase Il: Organogénesis
Los segmentos nodales fueron cultivados en medio de cultivo, durante esta fase se evaluaron
dos concentraciones de sales MS y la posicion de siembra de los explantes (Tabla 3), para

evaluar la respuesta morfogenética (directa o indirecta).

Tabla 3.

Concentracion de sales y posicion de siembra de los explantes de Rosa chinensis.

Tratamiento Sales Posicion de siembra
S1P1 Y4 MS Vertical (90 °)
S1P2 Ya MS Inclinado (45 °)
S2P1 Y2 MS Vertical (90 °)
S2P2 Y2 MS Inclinado (45 °)

Elaborado por: Los autores, 2020.
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2.4.1 Factores de estudio

Concentracion de sales inorgéanicas: ¥4 MS (S1) y %2 MS (S2)

Posicion de siembra: explantes sembrados de forma vertical a 90 °, perpendiculares al medio

(P1); y, explantes inclinados a 45 ° (P2), en relacion al medio de cultivo (Figura 7).

Figura 7. Posicion de siembra de los explantes a) 90 °; b) 45 °.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.4.2 Unidad experimental
La unidad experimental consistié en un contenedor de vidrio de 4 cm de diametro y 10 cm de

alto, con 12 mL de medio de cultivo y una yema de rosa.

2.4.3 Andlisis estadistico
Se realiz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), con un disefio factorial 2x2 (2

concentraciones de sales MS por 2 posiciones del explante), con 6 repeticiones por tratamiento.

2.4.3.1 Prueba de normalidad
Se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos

(factores y tratamientos), utilizando el software InfoStat.

2.4.3.2 Prueba de Kruskal-Wallis y Anélisis de varianza

Se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia al 5%, para
determinar si el grupo de datos procede de la misma poblacién. Se realiz6 el anéalisis de varianza
(ANOVA) para los factores y su interaccion con una distribucion normal de datos, y la prueba

de significancia de Duncan al 5%.
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2.4.4 Variables y métodos de evaluacion
Mediante una observacion sistemaética, las variables se registraron cada 7 dias, durante 3

Semanas.

2.4.4.1 Porcentaje de brotacién

Se evaluo la brotacion en los explantes, cuando el brote tenia una longitud aproximada de 1 cm
(Figura 6a) y presentaba primordios foliares (Figura 6b), se calificd con 1 la presenciay 0 la
ausencia de brotacion, y se contabilizé el nimero de explantes brotados sobre el total de
explantes por tratamiento, por 100.

2.4.4.2 Porcentaje de enraizamiento

Se evalud la formacion de raices adventicias simples y delgadas, con pelos radiculares en la
base la yema (Figura 8), se calificd con 1 la formacién y 0 la ausencia de raices, y se contabilizé

el nimero de explantes brotados sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.

s o
/A

L X L

Figura 8. Rizogénesis in vitro a 'y b) Formacidon de raices adventicias en la base de la yema; c)

Formacion de pelos absorbentes en las raices.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.4.4.3 Porcentaje de callogénesis
Se evaluo la formacion de callo (masas celulares no diferenciadas blanquecinas) en
los explantes (Figura 5a). Se califico con 1 la presenciay 0 la ausencia de callo, y se contabilizd

el nimero de explantes con tejido calloso sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.
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2.4.4.4 Longitud del brote
Se midio la longitud del brote (cm), con una regla desde la base del brote hasta el apice de la

hoja superior.

2.5 Fase Ill: Aclimatacion ex vitro
Las plantulas provenientes de la fase previa se adaptaron a sustrato. En esta fase se evaluaron
dos tipos de sustratos (Tabla 4). Los sustratos fueron esterilizados en autoclave a 121 °C por 20

min y previamente hidratados con agua destilada estéril.

Tabla 4.

Sustratos utilizados en la fase de aclimatacién ex vitro de R. chinensis.

Tratamiento Sustratos
T1 Turba
T2 Tierra negra

Elaborado por: Los autores, 2020.

2.5.1 Unidad experimental
La unidad experimental consistio en un recipiente plastico con 130 g de sustrato y una

vitroplanta de Rosa chinensis.

2.5.2 Andlisis estadistico

Se realizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 5 repeticiones por tratamiento.

2.5.2.1 Prueba de normalidad
Se realizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de los datos,

utilizando el software InfoStat.

2.5.2.2 Prueba de Kruskal-Wallis y Anélisis de varianza
Se realizo la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis con un nivel de significancia al 5% para

determinar si el grupo de datos procede de la misma poblacion. Se realizo el analisis de varianza
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(ANOVA) para las variables con una distribucion normal de datos, y la prueba de significancia

de Duncan al 5%.

2.5.3 Variables y métodos de evaluacion

Mediante una observacion sistematica, se registro las variables cada 7 dias, durante 3 semanas.

2.5.3.1 Porcentaje de sobrevivencia

Al final de la fase se cont6 el nimero de plantulas vivas que presentaban un buen desarrollo
caulinar, con brotes de mayor longitud y hojas extendidas de color verde oscuro (caracteristico
de la especie) (Figura 9), con un sistema radicular vigoroso con pelos absorbentes engrosados
y sin lesiones necréticas. Se califico con 1 las planas vivas y con 0 las plantas muertas, y se

contabilizo el nimero de plantas vivas sobre el total de explantes por tratamiento, por 100.

Figura 9. Vitroplantas de Rosa chinensis climatizadas.
Elaborado por: Los autores, 2020.

2.5.3.2 Porcentaje de plantas enraizadas

Al final de la fase se contd el numero de plantulas que presentaban un desarrollo de raices
adventicias y laterales. Se califico con 1 las plantulas que enraizaron y con 0 las plantulas que
no enraizaron, y se contabilizé el nimero de plantas enraizadas sobre el total de explantes por

tratamiento, por 100.
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2.5.3.3 Altura de la vitroplanta
Se midi6 la altura de la plantula (cm) al final de la fase, desde la base del cuello hasta el &pice

de la hoja superior.
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Capitulo 3

3 Resultados y discusion

3.1 Fase 1: Evaluacion de antimicrobianos

Para determinar si el grupo de datos procede de la misma poblacién, se aplico la prueba de
Kruskal-Wallis a las variables contaminacion bacteriana y flngica, fenolizacion, callogénesis
y brotacién. En el analisis no paramétrico, se rechazo la hipétesis nula para las variables
contaminacion bacteriana, fenolizacion y brotacion, ya que presentaron diferencia estadistica
significativa (p < 0,05), indicando que al menos un tratamiento resulté diferente; al contrario,
debido a que las variables porcentaje de contaminacion fungica y callogénesis no presentaron
diferencia significativa (p > 0,05) se acept6 la hipotesis nula, lo que significa que todos los
tratamientos son iguales. Por otro lado, en el analisis paramétrico, se rechazé la hipdtesis nula
en la variable longitud del brote debido a que los datos son estadisticamente significativos (p <

0,05), indicando que al menos un tratamiento difirio del resto (Tabla 5).

Tabla 5.

Medianas para las variables contaminacion bacteriana, contaminacién fungica, fenolizacion,
callogénesis y brotacion, y medias para la variable longitud del brote; en la fase de evaluacion
de antimicrobianos.

Tratamiento C.B C.F F C B L.B
T1 1,00° 0,00 0,00 & 0,00 1,00 0,742
T2 0,00 ® 0,00 0,00 ® 0,00 0,002 0,422
T3 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00° 1,33°
T4 0,00 0,00 1,00° 0,00 1,00 % 0,69
p valor 0,0455" 0,6409"™ 0,0235° 0,3492"  0,0236 "~ 0,0027 ™
HO Rechaza Acepta Rechaza  Acepta Rechaza  Rechaza

Nota: Letras en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

* Diferencia significativa (p < 0,05); ** Diferencia altamente significativa (p < 0,01); "™ no significativo
C.B=Contaminacion Bacteriana; C.F=Contaminacién Fungica; F=Fenolizacion; C=Callogénesis;
B=Brotacion; L.B=Longitud del brote; HO=Hipotesis nula.

Elaborado por: Los autores, 2020.
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3.1.1 Contaminacion bacteriana

Al analizar la contaminacion bacteriana, los tratamientos T2, T3y T4, estadisticamente fueron
iguales, el tratamiento T3 (100 mg/L Metilparabeno) presento la menor tasa de contaminacion
bacteriana con una media de 17 % y mediana de 0 %, en cambio el T1 (Testigo), fue el peor
tratamiento, presentando la mayor cantidad de explantes contaminados, con una media de 52

% y mediana de 100 % (Tabla 5, Figura 10).

F 12
- 1
L]
il
£ 08
P
£ 0,6 0,52
2 04 0,39 022
g -
= 02 0,17
z 0 0 0
E 0
o Tl T2 T3 T4
Tratamientos
Mediana =—Media
Figura 10. Medias y medianas para la variable porcentaje de contaminacion
bacteriana, durante la fase de evaluacién de antimicrobianos.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Respecto al tratamiento T3 (100 mg/L Metilparabeno), la baja tasa de contaminacién bacteriana
(Figura 10), pudo deberse al efecto bacteriostatico duradero del metilparabeno (Galeano,
Rodriguez, Correa, & Caicedo, 1981), ya que al pertenecer a la familia de los parabenos son
muy utilizados por su amplio espectro antimicrobiano (Ley, Mendaza, & Gomez, 2006). Elder
(1984), reporta el efecto de metilparabeno a bajas concentraciones, contra hongos y bacterias
Gram positivas y algunas Gram negativas, resultados que concuerdan con la presente
investigacién, ya que al duplicar la concentracion del metilparabeno en el medio (T4), la
cantidad de explantes contaminados incrementd y resulto fitotoxico para los tejidos vegetales
(Figura 10 y 11); al respecto Crovetto, Moreno, Dib, Espigares, & Espigares (2017), indican
que el metilparabeno puede ser ampliamente usado debido a que presenta una baja toxicidad,

sin embargo, es importante usarlo en bajas concentraciones.
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La eficacia antimicrobiana que pueden presentar algunos estabilizantes biol6gicos, en algunos
casos dependen de los mecanismos que utilicen para detener el crecimiento bacteriano y de su
sitio diana, de esta manera, algunos pueden actuar blogueando los mecanismos de resistencia,
inhibiendo la sintesis transporte de precursores y organizacién estructural de la pared celular y
reconfigurando la membrana citoplasmaética (Calvo & Martinez-Martinez, 2009); en el caso de
los parabenos, Nes & Eklund (1983), sefialan que a pesar de que no se conoce con exactitud su
modo de accion, se cree que podrian actuar sobre la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas,
interfiriendo en el transporte de precursores a través de la membrana de las bacterias, afectando
enzimas como ATPasa y fosfotransferasas (Ma & Marquis, 1996), ademas alterando la
integridad, permeabilidad y procesos de transporte de la membrana plasmatica de los
microorganismos que resulta en la liberacion de componentes intracelulares (Valkova et al.,

2001; Flasinski, Kowal, Broniatowski, & Wydro, 2018).

En cambio, en T1 (Testigo), la alta tasa de contaminacion bacteriana (Figura 10), se atribuye a
la ausencia de antimicrobianos y la presencia de contaminantes enddgenos. Al respecto
Moreno-Vazquez, Larrafiaga, Uberhuaga, Bolacel, & Pérez-Ruiz (2014), sefialan que a pesar
de que la contaminacion bacteriana se puede detectar de una manera visual, en algunos casos
la aparicion imprevista de bacterias puede deberse a que permanecen latentes por largos
periodos en las plantas, o por una esterilizacion ineficaz del material vegetal, instrumentos,
recipientes y medios de cultivo. Para evitar este problema Leifert, Morris, & Waites (1994),
recomiendan incorporar antimicrobianos de amplio espectro al medio de cultivo, ya que al ser
absorbidos por los tejidos internos de las plantas, pueden matar o suprimir el crecimiento de
contaminantes, no obstante, se debe tener en cuenta que la mayoria de contaminantes
bacterianos al ser Gram negativos, pueden presentar resistencia. Por ese motivo Hernandez &

Garcia-Martinez (2017), consideran que el uso de antimicrobianos en el cultivo de células y
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tejidos vegetales debe ser justificado, para evitar efectos negativos en el crecimiento vegetal y

el aumento de cepas bacterianas resistentes.

El tratamiento T2 (35 mg/L Tetraciclina), presentd un promedio de 39 % de explantes
contaminados (Figura 10). Por lo que, Patifio & Sepulveda (2008), recomiendan no utilizar este

antibiotico, ya que, por su accion bacteriostatica, no provoca la muerte de las bacterias.

3.1.2 Contaminacion flngica
En cuanto a la variable contaminacion fungica, la adicion de antimicrobianos no influyé sobre

esta variable (Tabla 5).

El porcentaje de contaminacion que se obtuvo fue de 4 — 13 % (Anexo 2), el bajo porcentaje se
debe a la aplicacion de Chlorothalonil en el pretratamiento a la planta donadora y sulfato de
cobre pentahidratado en el protocolo de desinfeccion; el Chlorothalonil, es un fungicida de
contacto de amplio espectro que protege a las plantas de infecciones fungicas, y cuyo su
mecanismo de accion es inhibir los procesos vitales en los hongos, ya que al no obtener la
energia necesaria no pueden penetrar en las células vegetales y la infeccion no se produce
(Edifarm, 2018); por otro lado, el sulfato de cobre pentahidratado, al ser un fungicida sistémico,
su mecanismos es a nivel de la pared celular interfiriendo en los procesos reproductivos,
mientras que su modo de accion es dar una proteccion efectiva contra los hongos a la planta, al
permitir que los tejidos vegetales absorban y trasporten el cobre por el xilema y floema

(Edifarm, 2019).

3.1.3 Fenolizacion
En la variable fenolizacion, los tratamientos T1, T2 y T3 fueron estadisticamente iguales, sin
embargo, el tratamiento T3 (100 mg/L Metilparabeno) present6 la menor cantidad de explantes

fenolizados con una media de 13 % y mediana de 0 %; mientras que, el T4 (200 mg/L
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Metilparabeno), fue el peor tratamiento, presentando el mayor porcentaje de fenolizacién con

una media de 57 % y mediana de 100 % (Tabla 5, Figura 11).
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Figura 11. Medias y medianas para la variable porcentaje de fenolizacion,

durante la fase de evaluacion de antimicrobianos.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Actualmente no existen ensayos que reporten el efecto del metilparabeno sobre la fenolizacién,
no obstante, la baja cantidad de explantes fenolizados en T3 (100 mg/L Metilparabeno), podria
ser por la actividad antimicrobiana y antioxidante que presentan los parabenos (Korotkova,
Avramchik, Angelov, & Karbainov, 2005; Merkl, Hradkova, Filip, & Smidrkal, 2010), en este
caso el metilparabeno al ser un ester metilico del &cido 4-hidroxibenzoico (acido
monohidroxibenzoico), actia como antioxidante (Velika & Kron, 2012; Pilco, 2019) y se
encarga de secuestrar los radicales hidroxilo, que son muy reactivos y dafiinos para los tejidos
vegetales causando estrés oxidativo (Vargas, Rivas, Nursamaa, & Zoltan, 2007; San-Miguel &
Martin-Gil, 2009; Carvajal, 2019).

En la investigacion el usar el metilparabeno en bajas concentraciones, favorecio al control de
la contaminacion bacteriana y a su vez evitd la fenolizacion en los explantes en la fase de
introduccion al medio de cultivo; durante el proceso de cultivo in vitro, la fenolizacion puede
ser un problema, puesto que al adicionar agentes quimicos en el medio, pueden provocar un
efecto abrasivo sobre los 6rganos y tejidos vegetales, provocando inhibicidn en su crecimiento,
necrosamiento y muerte del tejido (Beckman, 2000; Krishna et al, 2008; Azofeifa, 2009), sin
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embargo, en la presente investigacion, la adicion del antimicrobiano metilparabeno (100 mg/L)
no provoco efectos fitotoxicos en los explantes, resultando ser una sustancia inocua a la
concentracion adecuada (Arias, 2006), no obstante, al duplicar su concentracion (T4), el efecto
fue adverso, debido a que el porcentaje de explantes fenolizados fue superior a 50 %, esto
indicaria que concentraciones mayores a 100 mg/L en el medio de cultivo, pueden ser
fitotoxicos, ya que segln la sensibilidad que presenten las especies vegetales, el efecto puede

variar.

3.1.4 Callogénesis
En la variable callogénesis, todos los tratamientos resultaron iguales (Tabla 5), lo que indica
que los antimicrobianos no influyeron en la obtencion de una respuesta callogénica en los

tejidos vegetales, presentando un porcentaje entre 4 — 17% (Anexo 3).

3.1.5 Brotacién y longitud del brote

En la variable brotacién, los tratamientos T1, T3 y T4 estadisticamente fueron iguales, el
tratamiento T3 (100 mg/L Metilparabeno) presentd la mayor media y mediana con 100 % y 83
%, respectivamente, mientras que, el peor tratamiento fue T2 (35 mg/L Tetraciclina) con una

media de 48 % y mediana de 0 % (Tabla 5, Figura 12a).

Respecto a la variable longitud del brote, el tratamiento que presentd la mayor longitud de brote
fue T3, con una media de 1,33 cm; mientras que, el peor tratamiento fue T2 con una media de

0,42 cm (Tabla 5, Figura 12b).
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Figura 12. a) Medias y medianas para la variable brotacion; b)
Medias para la variable longitud del brote, durante la fase de
evaluacion de antimicrobianos.

Elaborado por: Los autores, 2020.

Danilova & Dolgikh (2004), sefialan que el crecimiento y activacion de la morfogénesis por
efecto de los antimicrobianos, puede ser por dos causas, por la exclusion de los
microorganismos en los explantes sembrados o por la degradacion de productos de los
antimicrobianos que pueden presentar una actividad bioldgica, pero, debido a que algunos
antimicrobianos pueden inhibir el crecimiento celular y regeneracion de las plantulas, la
estimulacion de la morfogénesis puede depender de la especie, es asi que el presente estudio,
corresponderia al primer informe del efecto estimulante del metilparabeno en el cutivo de Rosa

chinensis, de acuerdo al resultado obtenido en el tratamiento T3 (Figuras 12, 13a'y 13b).

En concentraciones muy bajas, algunos parabenos, pueden encontrarse de manera natural en
algunas plantas y vegetales como la madreselva, aceitunas, zanahorias, palma de aceite, nispero,
fresas, ardndanos, entre otras (Kang, Parker, Smith, & Waldron, 2008; Huang, Zhang, Liu, &

Li, 2012; Manuja, Sachdeva, Jain, & Chaudhary, 2013; Bosio et al., 2020; Ambarak, 2019),
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debido a que los parabenos derivan del acido benzoico (Arias, 2006), pueden tener efectos
positivos sobre la fisiologia de la planta, ya que se ha reportado que el acido benzocio interviene
en el crecimiento y desarrollo vegetal (Valdez, Gonzélez-Morales, & Benavides, 2015),
incrementa el nimero de hojas en repollo (Ramirez, Rancafio-Arrioja, Benavides-Mendoza,
Mendoza-Villarreal, & Padrén-Corral, 2006), estimula el crecimiento y produccién de
frutos/planta en chile piquin (Sandoval-Rangel, y otros, 2011), y aumenta el area foliar en
plantulas de tomate y la altura en plantulas de tomatillo (Valdez, Gonzalez, Valdez-Aguilar,

Ramirez-Godina, & Benavides-Mendoza, 2015).

Figura 13. a y b) Formacién de brotes en yemas de Rosa chinensis, bajo el efecto de Metilparabeno
(100 mg/L); ¢) Yema sin brotacidn, bajo el efecto de Tetraciclina (35 mg/L).
Elaborado por: Los autores, 2020.

En cambio, el resultado obtenido en el tratamiento T2 (Figuras 12 y 13c) se le adjudica al efecto
de la tetraciclina, ya que puede retardar e inhibir la multiplicacion y enraizamiento de los
explantes, lo que concuerda con Leifert et al. (1994). Ademéas Pereira & Fortes (2003),
sefialaron que al adicionar diferentes concentraciones de tetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina y ampicilina en el medio (32, 64, 128, 256, 512 y 1,024 mg/L), observaron
efectos fitotdxicos en los tejidos vegetales junto con una baja tasa de crecimiento y
multiplicacién, en su estudio la tetraciclina no resulté efectiva, dado que interfirio en la tasa de
multiplicacién y altura de los brotes, provocando una disminucién aproximada de 5 ¢cm en la

altura media de las plantas; por otro lado, los resultados obtenidos concuerdan con Carvalho et
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al. (2017), quienes sefialan que al usar tetraciclina en concentraciones de 5 a 15 mg/L se obtiene
una mayor regeneracion de los explantes, ya que valores superiores a 20 mg/L inhiben el
crecimiento vegetal in vitro y causan muerte de los explantes. Por ese motivo para evitar la
inhibicion de morfogénesis en los tejidos vegetales Ligos, Turrientes, & Cisneros (2009),
proponen utilizar la tetraciclina a una concentracion de 30 mg/L, no obstante, Pollock, Barfield,
& Shields (1983), plantean no utilizar tetraciclina, en razén de que puede resultar fitotoxico

para las células vegetales, lo que concuerda con los resultados obtenidos en la investigacion.

3.2 Fase Il: Organogénesis

En esta fase se sembraron los explantes en diferentes concentraciones de sales MS y se evaluo
la posicién de siembra del explante en el medio. Para determinar si el grupo de datos procede
de la misma poblacién, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis a las variables brotacion y
rizogénesis. En cambio, para las variables callogénesis y longitud del brote se realiz6 un analisis

de varianza (Tabla 6).

Para la variable brotacidn se aceptd la hip6tesis nula, en los tres factores evaluados debido a
que no presentaron diferencia significativa (p > 0,05), lo que indica que todos los tratamientos
fueron iguales. En la variable rizogénesis se rechazé la hipétesis nula en el factor posicion de
siembra e interaccion entre ambos factores, ya que presentaron una alta significancia (p <0,01),
mostrando que al menos un tratamiento resultd diferente, por otra parte, se acepto la hipétesis
nula en el factor concentracion de sales ya que no presento diferencia estadistica (p > 0,05),
indicando que todos los tratamientos son iguales. En el andlisis paramétrico, para la variable
callogénesis en el factor concentracion de sales se rechazé la hipétesis nula ya que present6
diferencia significativa (p < 0,05), demostrando que al menos un tratamiento es diferente, y en
el factor posicion de siembra e interaccion entre ambos factores, se aceptd la hipdtesis nula ya
que no se observd diferencia estadistica (p > 0,05), revelando que todos los tratamientos
resultaron iguales, en cambio, en la variable longitud del brote, se rechazo la hipotesis nula en
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el factor concentracion de sales e interaccion entre ambos factores, debido a que presentaron
una alta significancia (p < 0,01), indicando que al menos un tratamiento difirié del resto,
mientras que en el factor posicion de siembra, se aceptd la hipotesis nula ya que los datos no
presentaron diferencia significativa (p > 0,05), dando a entender que todos los tratamientos

resultaron iguales (Tabla 6).

Tabla 6.

Medianas para las variables brotacion, rizogénesis, y medias para las variables callogénesis y
longitud del brote, al evaluar la concentracion de sales MS, posicion de siembra y su
interaccion, en la fase de organogénesis.

Factores Tratamiento Brotacion Rizogenesis Callogénesis Longlrtoutg del
Concentracién S1 1,00 0,00 0,002 1,97°
de Sales (S) S2 1,00 0,50 0,33° 0,762
p valor 0,1482"  0,2156 "™ 0,0369 ~ 0,0001 ™
HO Acepta Acepta Rechaza Rechaza
Posicion de P1 1,00 0,002 0,172 1,682
siembra (P) P2 1,00 1,00° 0,17° 1,052
p valor 0,1482"™  0,0002  >0,9999 " 0,1427 "
HO Acepta Rechaza Acepta Acepta
S1P1 1,00 0,002 0,002 2,77°
S1P2 1,00 0,50 ® 0,002 1,17°
SxP
S2P1 1,00 0,002 0,332 0,58%
S2pP2 1,00 1,00° 0,332 0,932
p valor 0,0991"  0,0008 "  >0,9999 " 0,0011 ™
HO Acepta Rechaza Acepta Rechaza

Nota: Letras en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

* Diferencia significativa (p < 0,05); ™ Diferencia altamente significativa (p < 0,01); ™ no significativo
S1=Y4 MS; S2=% MS; P1=Vertical (90 °); P2=Inclinado (45 °); HO=Hipotesis nula

Elaborado por: Los autores, 2020.

3.2.1 Brotacion

En la variable brotacion, los tratamientos evaluados no influyeron en la respuesta, alcanzando
una brotacién entre 67 — 100 % (Anexo 4), por lo que se asume que la brotacion en segmentos
de R. chinensis, pudo ser influenciada por la concentracién endogena de citoquinina producida

por la propia planta (Yong, Ge, Ng, & Tan, 2009; Cortes, Godoy, Cortés, & Mora, 2019), la

42



cual al trasportarse desde el meristema radical hacia la parte aérea por medio del xilema,
favorecen la produccion de brotes en las yemas (Beveridge et al., 1997; Mok & Mok, 2001;

Biirkle et al., 2003).

3.2.2 Rizogénesis
Para la variable rizogenesis, la mejor posicion de siembra del explante fue P2 (Inclinado a 45
°), ya que presento la mejor media con 75 % y una mediana de 100 % de regeneracion de raices

(Tabla 6, Figuras 14y 15a, 15b y 15c).
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Figura 14. Medias y medianas para la variable rizogénesis, segun la
posicion de siembra del explante durante la fase de organogénesis.
Elaborado por: Los autores, 2020.

En funcidn del resultado obtenido en P2, Band et al. (2012), sefialan que el estimulo de gravedad
generado por la inclinacion a 45 °, induce el desarrollo de la raiz por la distribucion dinamica
de la auxina natural, su transporte en la planta es de dos maneras, el primero es rapido y a larga
distancia, a través del floema las auxinas se transportan desde los tejidos inmaduros (altamente
activos) hacia los tejidos sumideros como la raiz (Vanneste & Friml, 2009; Marchant et al.,
2002), este tipo de transporte es importante para que se desarrolle la ramificacion de los tallos
y las raices laterales; y el segundo transporte, es lento y a corta distancia, se da entre células por

medio de proteinas trasportadoras e influye en el desarrollo del tejido vascular, dominancia
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apical y morfogénesis de la raiz, fruto y flor (Vanneste & Friml, 2009; Friml, 2003; Robert &

Friml, 2009).

Figura 15. a, b, ¢) Desarrollo radicular en yemas de R. chinensis a 45 °;
d) Ausencia de raices adventicias en yemas a 90 °.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Si no existe un estimulo de gravedad (inclinacion), se da un efecto adverso, inhibiéndose asi el
crecimiento de la capa de laraiz lateral en el lado inferior de la misma, que resulta en la ausencia
de enraizamiento, lo que concuerda con la presente investigacion, ya que los explantes

sembrados a 90 ° no formaron raices (0 %) (Figuras 14 y 15d).
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Figura 16. Medias y medianas para la variable rizogénesis segln la
interaccion de sales y posicién de siembra del explante, durante la fase
de organogénesis.

Elaborado por: Los autores, 2020.

El mejor tratamiento para la interaccion concentracion de sales y posicion de siembra del
explante fue S2P2 (*2 MS; 45 °), con una media y mediana de 100 % de formacion de raices;
mientras que, los peores tratamientos fueron S1IP1y S2P1 con una media y mediana igual a 0
% (Tabla 6; Figura 16). A pesar de que no existen reportes sobre la interaccion entre las sales
MS y la posicion de siembra de los tejidos vegetales, algunos autores han reportado el efecto
de las sales inorganicas MS sobre el enraizamiento en diferentes cultivos, Jaramillo (2013),
reporta que el 90 % de los brotes de Myrcianthes hallii enraizaron en Y2 MS; Ozel & Arslan
(2006), probaron tres concentraciones de sales MS, obteniendo un porcentaje de enraizamiento
del 50 % en MS diluido a la mitad de su concentracion, 25 % en MS completo y 16,67 % en
MS reducido a su cuarto de concentracion, segin los resultados obtenidos, los autores
concluyeron que, el cultivo de rosa es dependiente de la concentracion de sales y vitaminas,
logrando que los explantes enraicen en % MS; ElKichaoui (2014), evalué cuatro
concentraciones de sales MS (12,5; 25; 50 y 100 %), sin embargo, las concentraciones que
presentaron mayor desarrollo radicular fueron 50 y 100 % de sales MS; Mamani-Sanchez &

Murillo-Garcia (2020) evaluaron dos variedades de frutilla en diferentes concentraciones de
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sales (25, 50 y 75 %), y lograron que el 100 % de los explantes se enraicen con una mayor

longitud de raiz en medios MS al 50 y 75 %, mientras que al 25 % no todos pudieron enraizar.

Respecto a la posicién de siembra sobre la rizogénesis in vitro, se cree que la orientacion
inclinada de los tejidos vegetales pudo inducir la formacién de raices, al respecto Squeo &
Cardemil (2006), sefialan que al colocar las plantas en una posicion inclinada, la fuerza de
gravedad permite que las auxinas se distribuyan en la parte basal de los segmentos nodales,
favoreciendo asi el desarrollo radicular, no obstante, pocos ensayos han relacionado el efecto
de auxinas enddgenas en la organogénesis de las raices, ya que la mayoria de literatura reporta
el efecto de auxinas exdgenas sobre la rizogénesis in vitro; Hu et al. (2017), indican que debido
al trasporte polar de la auxina desde los apices de los brotes hacia el extremo basal, estas tienden
a acumularse en las células madres que se encuentran en la punta de las raices las cuales
permiten formacion y desarrollo de sistema radicular (Sabatini et al., 1999; Overvoorde,
Fukaki, & Beeckman, 2010; Chen et al., 2014; Olatunji, Geelen, & Verstraeten, 2017). La
respuesta observada en esta investigacion, indica que el nivel endégeno de auxinas y la posicion

inclinada de los explantes de R. chinensis fue suficiente para permitir su enraizamiento.

3.2.3 Callogénesis
En la variable callogénesis, para el factor concentracion de sales, el mejor tratamiento fue S2
(Y2 MS), debido a que present6é una mayor cantidad de explantes con células callosas, con una

media de 33 % (Tabla 6, Figura 17).
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Figura 17. Medias para la variable callogénesis, segin la
concentracion de sales, durante la fase de organogeénesis.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Similares resultados presentaron Vegas et al. (2016), ya que reportan bajo porcentaje de
callogenesis (14,67 %) en medio MS sin la adicion de reguladores de crecimiento, esta respuesta
obtenida, no es tan frecuente, ya que la callogénesis depende del tejido vegetal y de las
fitohormonas utilizadas (Rodriguez, Latsague, Chacén, & Astorga, 2014; Sanchez-Calvo &
Alvarenga-Venutolo, 2015; Coutifio-Cortés, Bertolini, Iracheta-Donjuan, Ruiz-Montoya, &
Valle-Mora, 2017); Salazar & Romero (1997) & Jaime et al. (2019), mencionan que el medio
MS al contener los nutrientes necesarios para el establecimiento in vitro, puede favorecer la el
crecimiento, desarrollo y formacién de callos en varias especies vegetales, pero en la mayoria
de casos, la callogénesis depende del tejido vegetal y de las fitohormonas utilizadas. Burger,
Liu, Zary, & Lee (1990) y Rout, Debata, & Das (1992), reportan que las sales MS reducidas a
la mitad de su concentracion modificadas con BAP y NAA, favorecen la formacion de callos

en Rosa hybrida.

Para obtener una mayor proliferacion de callos, varios factores deben ser considerados, como
el tipo de explante inicial (edad, tamafio, genotipo y procedencia), composicion del medio de
cultivo y reguladores de crecimiento (Roca & Mroginski, 1993; Bhatia, Saurabh; Sharma,

Kiran; Dahiya, Randhir; Bera, Tanmoy, 2015; Lee, Jeon, & Kim, 2002).
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3.2.4 Longitud del brote
Para la variable longitud del brote, los explantes del tratamiento S1 (¥4 MS) presentaron mas
del doble de longitud, con una media de 1,97 cm; en cambio, en S2 (¥2 MS), la media fue de

0,76 cm (Tabla 6, Figura 18).

25

g 2 1,97

)

E1s5

=

E 1

B 0,76

g 0.5

=

0
51 82
Concentracion de sales

Figura 18. Medias para la variable longitud del brote, segin la
concentracion de sales, durante la fase de organogénesis.
Elaborado por: Los autores, 2020.

De acuerdo al resultado obtenido en S1, algunos autores reportan resultados similares, Curir,
Damiano, & Cosmi (1986) y Valles & Boxus (1987), indican que, en el cultivo de rosas, se
puede obtener una mayor proliferacién y multiplicacién de brotes al reducir las sales de amonio
en el medio; Rodriguez (2018), obtuvo brotes de guayusa con un rango de 1 a 2,70 cm de
longitud, en sales inorganicas MS diluidas al 25 %; Freire, Carnevale, Alzugaray, & Bueno
(2014), lograron brotes con una mayor longitud (1,97cm) en Y4 MS; Pedroza-Manrique &
Arévalo (2009), sefialan que propagulos de Marchantia polymorpha presentaron un mayor
desarrollo vegetativo al diluir la concentracion de las sales MS a un cuarto de su concentracion
en el medio de cultivo; Uribe, Delaveau, Garcés, & Escobar (2008), concuerdan con lo
mencionado y afiaden que al disminuir la concentracion de sales en el medio, los explantes
presentan un mejor desarrollo y vigor, observandose plantas saludables con hojas mas verdes y

grandes.
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Pierik (1997), indica que el potencial osmdtico del medio de cultivo, depende de la
concentracion de sales, por lo tanto, al incrementar la concentracion de sales en el medio, el
crecimiento y multiplicacion de los brotes disminuye por la baja absorcion de agua y nutrientes,
el medio MS al 25 %, al presentar un mayor potencial osmético, permite la hidratacion de los
brotes, pero la cantidad de nutrientes es limitante; en cambio, a pesar de que el medio MS al 50
%, presenta una mayor cantidad de nutrientes, la organogénesis in vitro disminuye (Pierik &
Steegmans, 1975), como consecuencia del bajo potencial osmotico, que obstaculiza la
absorcion de agua y nutrientes (Martinez-Villegas et., 2015), lo mencionado concuerda con el
resultado obtenido en S2 (%2 MS), ya que a pesar de tener los nutrientes necesarios, la longitud
de los brotes fue menos de la mitad en comparacion con S1 (Y2 MS), como consecuencia del

bajo potencial osmdtico.
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Figura 19. Medias para la variable longitud del brote, segin la
interaccion de sales y posicion de siembra, durante la fase de
organogeénesis.

Elaborado por: Los autores, 2020.

La longitud de los brotes varié desde 0,58 cm hasta 2,77 cm, el mejor tratamiento para la
interaccion concentracion de sales y posicion de siembra fue S1P1 (¥4 MS; 90 °) con una
longitud del brote de 2,77 cm (Figuras 19 y 20a). El tratamiento S1P1 presento el mayor
promedio entre todos los tratamientos, presentando incluso mas del doble de longitud con
respecto al tratamiento que se acerca S1P2 (Y2 MS; 45 °), similares resultados reportan los

siguientes autores, Freire, Carnevale, Alzugaray, & Bueno (2014), en ¥ MS reportan el 100 %
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de brotes regenerados con una longitud de 3,35 cm; Lee-Espinosa et al (2016), obtuvieron una
mayor produccion de brotes completamente formados y vigorosos con una altura mayor a 1,5
cm al colocarlos en una posicién vertical, en la investigacién de Morales-Rubio, Rodriguez-
Garza, & Garza-Padron (2017), los explantes de S. pruinosus sembrados verticalmente
presentaron una mayor proliferacion de brotes (4,09 brotes/explante), respecto a la horizontal
que presentd 3,69 brotes/explantes, también Purohit, Joshi, Tak, & Nagori (2004), reportan que
el mayor nimero de brotes de Wrightia tomentosa se obtuvo en explantes con orientacion

vertical en el medio.

Figura 20. Plantulas de R. chinesis a) S1P1 (Y4 MS; 90 °); b) S1P2 (Y4
MS; 45 °); ¢) S2P1 (%2 MS; 90 °); d) S2P2 (Y2 MS; 45°).
Elaborado por: Los autores, 2020.

En el sistema vegetal, la organogénesis in vitro, depende de la complementariedad entre las
citoquininas y auxinas. En la investigacion debido a la gravedad generada por la inclinacion de
los explantes a 45 °, la relacién de auxinas/citoquininas fue mayor, induciendo una mayor

produccién de raices (Figuras 20b y 20d) y brotes con una menor longitud; en cambio, en los
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explantes sembrados a 90 °; al no existir un estimulo de gravedad, la relacion de
citoquininas/auxinas fue mayor, estimulando la formacion de brotes vegetales de mayor
longitud e inhibiendo el desarrollo de raices (Figuras 20a y 20c); Porta & Jiménez-Nopala
(2019), sefialan que los reguladores de crecimiento, al localizarse en diferentes tejidos vegetales
en cantidades especificas, pueden modular los diferentes procesos fisioldgicos, en este caso las
citoquininas naturales, son reguladores esenciales en el desarrollo y crecimiento vegetal, dado
que permiten la iniciacion de novo de brotes en diferentes tipos de explantes, al trasportarse
desde los meristemas de las raices a través del xilema al resto de la planta, donde al concentrarse,
eliminan la dominancia apical en los meristemas apicales del tallo favoreciendo la produccion
de brotes axilares en grandes cantidades (Van & Davey, 1979; Levitus, Echenique, Rubinstein,
Hopp, & Mroginski, 2010).

Cruzatty et al. (2015), sugieren que el material vegetal utilizado ya presentaba concentraciones
adecuadas de citoquininas (enddgenas), que favorecieron la induccién caulogénica in vitro. Sin
embargo, debido a que algunas especies vegetales pueden tener bajas concentraciones de
citoquininas endogenas, Quiala, Montalvo, & Matos (2004), sugieren adicionar de manera
exogena citoquininas, para romper la dominancia apical e incrementar la proliferacion de brotes
en las yemas, no obstante, el obtener una respuesta morfogenética, en algunas ocasiones
dependeréa de una dptima relacion de citoquininas/auxinas (endégenas o exdgenas), la especie
y el tipo de explante utilizado (Ahuja, 1993 citado en Cruzatty et al., 2015). En este caso la
concentracion de citoquininas endogenas en los meristemas apicales junto con el movimiento
basipétalo de la auxina hacia los tejidos sumideros, influenciados por la orientacion del explante

favorecieron la produccién de brotes y raices en explantes de R. chinensis (Figura 20).

3.3 Fase 3: Aclimatacion ex vitro
En esta fase se adaptaron las vitroplantas de Rosa chinensis a condiciones ex vitro,

manifestando un buen desarrollo apical y radical. Se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis a las
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variables sobrevivencia y enraizamiento; mientras que, para la variable longitud de la

vitroplanta se realiz6 un anélisis de varianza.

En el andlisis no paramétrico, se aceptd la hip6tesis nula en las variables sobrevivencia y
enraizamiento ya que no presentaron diferencia estadistica significativa (p > 0,05), lo que indicd
que todos tratamientos resultaron iguales, por otro lado, en el anlisis paramétrico, se rechazé
la hipdtesis nula en la variable altura de la vitroplanta, puesto que los datos presentaron
diferencia significativa (p < 0,05), indicando que al menos un tratamiento fue diferente del resto

(Tabla 7).

Tabla 7.

Medianas para las variables sobrevivencia y enraizamiento, y medias para la variable altura de
la vitroplanta, en la fase de aclimatacion ex vitro.

Tratamiento Sobrevivencia Enraizamiento '\A/‘:,::,Jgslgﬁ t';
T1 1,00 1,00 3,94°
T2 1,00 1,00 3,122
p valor >(0,9999 " 0,4444 " 0,0257 *
HO Acepta Acepta Rechaza

Nota: Letras en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
* Diferencia significativa (p < 0,05); "™ no significativo

T1= Turba; T2= Tierra negra; HO=Hipotesis nula

Elaborado por: Los autores, 2020.

3.3.1 Sobrevivencia

Al analizar la sobrevivencia de las plantulas de R. chinensis, los tratamientos T1 (Turba) y T2
(Tierra Negra) no influyeron sobre esta variable, debido a que el 100 % de la vitroplantas
sobrevivieron cuando se las trasplant6 en turba (T1) y el 80 % en tierra negra, (Tabla 7, Figuras

21y 24).
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Figura 21. Medias para la variable sobrevivencia, durante la fase de
aclimatacion ex vitro.
Elaborado por: Los autores, 2020.

Los resultados obtenidos demostrarian que ambos sustratos fueron adecuados, favoreciendo asi
la sobrevivencia de las plantulas; Marval (2016), logré que el 82 % de plantulas de E. elatior
se adapten a condiciones ex vitro al trasplantarles en sustratos de tierra negra; dicho sustrato se
puede utilizar en la fase de aclimatizacion debido a su capacidad para retener suficiente agua y
presentar una adecuada humedad, que permiten el crecimiento y desarrollo de las plantas (Cerdn
& Riascos, 2005).

Castillo et al. (2016), sefialan que la adaptacion ex vitro de las plantulas, puede resultar un
cuello de botella, debido a que el éxito de esta fase depende de la transferencia de las plantas in
vitro a condiciones de campo. Las plantulas que son producidas in vitro, demandan ciertas
condiciones después de ser aclimatadas, ya que se desarrollan en un ambiente aséptico con alta
humedad relativa, baja concentracién de CO., alta concentraciones de nutrientes y azucares,
Optima temperatura, baja intensidad luminica, ademas de presentar un aparato fotosintético
deficiente (Gonzalez, 2008; Da Silva et al., 2015; Da Silva et al., 2017). Para activar la
capacidad fotosintética en las plantas y asegurar su adaptacién a condiciones medio
ambientales, con un rapido crecimiento y alto porcentaje de supervivencia, Montes-Cruz,
Lalama-Aguirre, Echeverria-Félix, & Salazar-Torres (2016), sugieren reducir gradualmente la
humedad relativa en los recipientes, incrementar la intensidad luminica, reducir los niveles de

nutrientes y azucares, elevar la cantidad de CO2, pero tambien es importante considerar el
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tamafio y calidad de las plantulas puesto que de eso dependera su rapido crecimiento, desarrollo

y produccién en condiciones de campo (Espinosa-Reyes, Silva-Pupo, Bahi-Arevich, &

Romero-Cabrera, 2019).

3.3.2 Enraizamiento

Respecto a la variable enraizamiento, los tratamientos evaluados no influyeron sobre esta
variable (Tabla 7). En el tratamiento T1 (Turba), el 100 % de la vitroplantas lograron enraizar,

y en T2 (Tierra Negra) el 60 % enraizaron (Figura 22).
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Figura 22. Medias para la variable enraizamiento, durante la fase de
aclimatacion ex vitro.

Elaborado por: Los autores, 2020.

La turba es un sustrato que favorece el crecimiento de las raices, debido a su capacidad para
retener la humedad, alto contenido de nutrientes, composicion porosa que facilita la expansion
del sistema radicular y absorcién de nutrientes, y adecuadas condiciones de aireacion para las

raices (Alvarez-Herrera, Rodriguez, & Chacon, 2007; Gutierrez, 2017; Topcuoglu & Turan,

2018).

Por el contrario, en T2 a pesar de que solo el 60 % de las plantulas de R. chinensis pudieron
enraizar (Figura 22) alcanzaron un 80 % de supervivencia (Figura 21), similares resultados
fueron presentados por Salazar, Vargas, De Garcia, & Oropeza (2005), quienes lograron el

mismo porcentaje de supervivencia al aclimatar vitroplantas de Aster ericoides en tierra negra

(T2).
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3.3.3 Alturade la vitroplanta
En la variable altura de la vitroplanta adaptada a sustrato, las plantulas que presentaron una
mayor altura con un tamafio promedio de 3,94 cm corresponden al tratamiento T1, mientras que

T2 fue el peor tratamiento donde la altura promedio alcanzada fue de 3,12 cm (Tabla 7, Figura

23).
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Figura 23. Medias para la variable altura de la vitroplanta, durante
la evaluacion de sustratos, en la fase de aclimatacion ex vitro.
Elaborado por: Los autores, 2020.

La altura alcanzada (3,94 cm) con el sustrato turba, estaria relacionado con el porcentaje de
enraizamiento (100 %) (Figura 22) y las propiedades que este presenta. La turba (sustrato
guimicamente activo) estd hecha de materia organica descompuesta, presenta alta porosidad
que facilita la circulacion de agua y aire, tiene alto contenido de humedad que disminuye la
desecacion, proporciona de manera constante los nutrientes a las plantas, sirve de soporte y
aumenta la calidad y productividad de los cultivos (Padilla, 2013; Guerrero & Polo, 1990; Kolay
& Taib, 2018; Topcuoglu & Turan, 2018; Kitir et al., 2018). Lo mencionado concuerda con
Garcia (2015), quien logrd que el 93% de microbrotes de Gentiana lutea se adapten en turba,
presentando una mayor longitud y nimero de hojas.

Por el contrario, el bajo porcentaje de enraizamiento (60 %) obtenido en el sustrato tierra negra
(T2), pudo afectar la absorcion de nutrientes evidenciandose plantas con un menor tamario (3,12

cm); algunos autores sugieren combinarlo con otros sustratos, con el fin de que las plantulas
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presenten un mayor porcentaje de enraizamiento (Marin, Riveros, & Botia, 2005; Royero,
Vargas, & Oropeza, 2007). Montes-Cruz, Lalama-Aguirre, Echeverria-Félix, & Salazar-Torres
(2016), mencionan que el tipo de sustrato que se utilice en la fase de aclimatacion debe proveer
a las raices el agua y nutrientes suficientes para el crecimiento y desarrollo de la planta, el aire
necesario para la respiracion radicular, y el soporte necesario para el correcto anclaje del
sistema radicular (Espinosa-Reyes, Silva-Pupo, Bahi-Arevich, & Romero-Cabrera, 2019). En
este caso el sustrato tierra negra, no fue el adecuado para el crecimiento del tallo ni para el

enraizamiento ex vitro.

Figura 24. Vitroplantas de R. chinensis adaptadas a sustrato a y b) Turba; ¢) Tierra negra
Elaborado por: Los autores, 2020.

Padilla (2013), obtuvo plantulas de Solanum betaceum con una mayor longitud, debido a que
el sustrato sustrato (turba negra 20 % + turba rubia 80 %), influyd en su crecimiento,
proporcionando una éptima humedad, aireacion y soporte; lo que concuerda con la presente
investigacion, ya que las plantas adaptadas en turba presentaron la mayor altura y 100 % de
sobrevivencia (Figura 24). El éxito de esta fase se debi6 a las caracteristicas del sustrato, que
favoreci6 el tamafio, aspecto, condicién de las plantulas, y una mayor sobrevivencia de los

mismas.
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Conclusiones

El metilparabeno en concentraciones de 100 mg/L, fue el antimicrobiano més efectivo con el
que se obtuvo mayor porcentaje de brotacién (80 %), una longitud promedio de 1,3 cm, y menor
contaminacion (bacteriana y fungica) y fenolizacion. Mientras que elevadas concentraciones de
Tetraciclina (35 mg/L) influyeron de manera negativa sobre el crecimiento in vitro de los

explantes.

Para la organogénesis in vitro de R. chinensis, el tratamiento mas eficiente para rizogénesis fue
P2 (45 °) y la interaccién S2P2 (Y2 MS; 45 °) con un porcentaje de 75 % y 100 %,
respectivamente. Para callogénesis fue S2 (%2 MS) con una media de 33 %; y, para longitud del

brote fue S1 (¥ MS) con 1,97 cm de longitud y la interaccion S1P1 con 2,77 cm de longitud.

En la fase de aclimatacion, la turba, favorecidé como sustrato la adaptacion de las plantulas con

una supervivencia y enraizamiento del 100 %, y una altura promedio de 3,48 cm.
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Recomendaciones
Evaluar el efecto del metilparabeno en concentraciones menores a 100 mg/L, sobre la respuesta

morfogenética de diferentes explantes.

Disminuir la concentracion de tetraciclina a 30 mg/L, para favorecer la disminucion de la
contaminacion bacteriana y fenolizacion en la fase de introduccion y aumentar el desarrollo de

brotes de R. chinensis.

Experimentar en otras especies vegetales la posicion de siembra de los explantes en el medio y

su efecto en la organogénesis in vitro.
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Anexos

Anexo 1. Medio de cultivo, macro y micronutrientes, vitaminas y aminoacidos del medio

MS.

Macronutrientes

Componentes Medio MS (mg /L)
CaCl.. 2H:0 440
KH2PO4 170
KNO3 1900
MgSOs. 2H20 125
NHsNO3 1650

Micronutrientes

CoClz. 6 H.0 0,025
CuSO4. 5H0 0,025
FeSOs. 7 H20 27,80
H3BO3 6,20

Kl 0,83
MnSO4. 4 H20 22,30
NaMoOQOs. 2 H.0 0,25
ZnS04. 7 H0 8,60
Na;EDTA 37,30

Vitaminas y amino&cidos

Glicina 2,0
Meso-inositol 1000,0
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina HCL 0,5
Tiamina HCL 0,1

Nota. Recuperado de “Cultivo in vitro de plantas y sus
aplicaciones en agricultura”, Pérez, J., 2006, pag. 89.
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Anexo 2. Medianas y medias para la variable contaminacion fungica, durante la fase de

evaluacién de antimicrobianos.
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Elaborado por: Los autores, 2020.
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Anexo 3. Medianas y medias para la variable callogénesis, durante la fase de evaluacion

de antimicrobianos.
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Elaborado por: Los autores, 2020.
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Anexo 4. Medianas y medias para la variable brotacion, durante la fase de organogeénesis.
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Elaborado por: Los autores, 2020.
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