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RESUMEN

Paz, Maria, 2000. Ensayo agroeconomico para el establecimiento de Rosa muitiflora
Thund. in vizre. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agiénomo, El Zamorano,
Honduras. 61 p.

La rosa mrimatwia (Rosa multifiora) es importante paz la decoracién de jardines. El
cultivo iz vitro tiene la venwja que pceduce planies gue florean mas ®mpiano y de mejor
estruchoa. La veutaja més inportunte ¢s que la micrepropagacion por yemas axilares
produce mucho mas material que las estacas wadicionales. Este método trac problemas
bioldgicos, como la conteminacién y 1a oxidacién de los explantes. Con el propdsito de
controlar Ia oxidaei6n en el establecimiento de la resz miniatura se prebaron tres ¥pos de
medio; un medio teskigo (medio A} sin antionidantes; uno con acido ascérbico y 4cido
citrico como antioxidants, a razon de 50 m®L cada npo (medio B); y uno con carbén
activado (medio C) que absorbe los compuestos fendlicos del medio. Para promover més
brotacién de las yemas se probazon cince coacentraciones de BAP (bencilaminogwrina) a
0, 0.5, 1.0, L5 v 2.0 mg/L y tres de AJA (acido indoleacéticoya 0, 0.1 y 0.2 mg/L. La
menor oxidacion se logr'6 con el medio C, pero este redujo los pesos de los brotes porque
posiblemente también absorbi6 los reguladmes de crecimiento. El medio B produjo los
brotes de mayor peso y uona baja oxidacién. Con 1-2 mg’l. de BAP y sin AlA se
prodigeson los broks de mayor peso y una baja oxidacion. Er téiminos de costos, el
medio B con 2.0 mg/L. de BAP y 0-0.2mg/L. de ATA resultd en }os mas bajos por brotc
producido. Agroeconémicamente, la combinacidu recomendada para el establecimiento
de rosa miniatura es el uso de acido ciwico y acido ascéreico para el control de oxidacion
y conceatraciones de 2.0 mg/L de BAP, sin uso de AIA.

Palabras claves: Acido ascérbico, acido cimico, AIA, BAP, carbén activado,
m cropropagacion,
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NOTA BE PRENSA

;Besea estblecer 1a rosa mimiatura in vitre?

La rosa miniatura, arbustos muy buscado para la decoracion de jardines y hogares, no
solo se puede propager por la forma tiadicional de estacas. Existe la propagacion i vitro,
mejor conocida como cultivo de tejidos, en la cval una pequeiia porcién de tallo con una
yema se siembra en un medio nutritivo y nace una nueva planta. Esta técnica produce
plantas que iloreen m4s temprano y de mejor estucthua, en comparacion cen las
propagadas por estacas.

Esw técnica, aunque es bastan®e sencilla, presenta algunos problemas, como son
problemas de brosecion, oxidacion y conteminacion del explante. Esmws razones
condujeron a cealimr un ensayo en el laboratoric de Cultive de Tejidos y
Micropropagacion de Zamoreno, en el cual se probaron wres tipos de medio para control
de oxidacion. El primero (medio A), el testigu, sin antioxidantes; el segundo (medio B},
con 4cido ascorbico y 4cido citrico a razon de 50 mg/L, cemo antioxidantes; y el teecere
(medio C) con carbén acaivado, que abserbe compuestos fenélicos del medio.

Para lograr una mejor brotacion se probaron cinco niveles de BAP (bencilaminopurina) a
9.0.5,1.0, 1.5y 2.0 mg/L y tres de AIA (4cido indoleacético)a 0, 0.1 v 0.2 mg/L.

El mejur contrel de oxidacién se logré con el emedio C, pero éste redujo el peso de los
brotes porque posiblemente tambiéun absorbié los reguladores de crecimiento, El medio B
controlé adecuadamente la oxidacion y produjo los mejores peses de los brotes. Con una
dosis de -2 mg/L. de BAP y sin AIA se produjeron los mejores pesos de brotes y una
baja oxidacion,

El medio B con 2.0 mg/l, de BAP y 0-0.2 mg/l. de AIA produce los brotes menos
toshosos, en téimino de cesto por brotes producido. Agrocconémicanwnc la
combinacion recomendada para el establecimiento de rosa mlmatura m vitro es el uso de
acido ascérbico y acido clwico para el control de oxi centraciones de 2.0

mg/L de BAP, sinuse de AJA.
Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

La rosa minigrura {Rosa muitilera Thund ) pertenece a la familia Rosaceac, vna de las
familias de mayor impostancia en la horticultura oruamentel. Tradicionalmente, su
propagacion se ha realizado por medio ascxual a través del uso de estacas o injertos.
Estos métodos dependen de grandes cantidades de matertal indcial, lo que toma mucho
fiempo en colectar. Segin George (1996), los métedus de propagacion in virro de rosas
ofrecen una excelente alternativa a los antiguos métodos, adernas de que esta tecnologia
es lo suficientemente confiable para la aplicacién comercial.

El cultivo in vifro es factible ya que eshas rosas se propagan normalmente por estacas
(Brcssan, er.a/l., 1982). La micropropagacion, que se define como vna mulhplicacion
masiva in vitro (CIAT, 1991), pannite la propagacion masiva de cultvares comerciales.
La rosa miniztura micropropagada tiene una mejor apariencia y caracteristica floral en
comparacion a la producida por estaca, ya que forea mas temprano y preduce brotes mds
cortos {Gceorge, 1996). Esto puede aumentar su valor, ya que el uso mas comin que se le
da a estas rosas es como planta de maceta o de bordes en jardines.

Segin George (1996), la micropropagacion de rosa s¢ logra a través del cultivo de yemas
axilares o védstagos, el cual se basa en la formacidn de brotes multiples, lo que nos trae un
aumento rdpido del material vegetel. La eficiencia de este sistema esta dado por cl
nimero de plantas obtenidas, lo cual se determipa por €l ndmero de yemas axilares
preexistentes en el cxplante (CIAT, 1991), pudiéndose producir méas de una plante por
explante sembrado,

La mieropropagacion dentro del laboratorio se da en tres etapas primordiales. La primera
etapa (etapa 1) considera cl cstablecimiento iz vitro del cultivo a propagar. En la segunda
ewmpa (cwepa N) se multiplica masivamente el cultivo a través de varios ciclos de
multiplicacion. La tercera etapa (etapa III} considera el earriaamiento y endurecimiento
del maerial vegeml, para luego llevarlo a condiciones de inveraadero {etapa IV).
Tradicionalmente el aumento de meterial vegetal se ha limitado a la segunda ewpa, pero
éste pusde iniciarse desde la primera elaps, ya que la yema sembrada puede producir més
dc un bro%e en la etapa establecimiento.

El establecimiento del explanie es el proceso con el mayor nimero de variables en la
ciencia inexact del cultivo de tejidos. Un cultivo se puede considerar esteblecido y en el
estado de multiplicacién tan pronto pueda ser dividido exitosamente (Kytc, 1987). Fero
son muchos los factores que inflayven en la elapa de establecimiento, como la procedencia
del material vegetal del cual se obtienen los explantes, 1a edad del matcral y la pesicion
de las yemas en el atlo,

f
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Segin Kyte (1987), lo mas dificil de esmblecer explantes es limpiarios exitosamente. Al
referirsc a limpieza no solo se wata de la limpiera superficial, sino que fambién de
limpiean interna. Para lograr este ebjetive es necesario que la plania madre esk libre de
enfermedades, lo cual nos asegura evitar la centaminacion cen micreerganismos que es
un aspecto basico parael éxito del esmblecimiento (CIAT, 1991).

Durante el eswmblecimiento es también de impertuncia producir el mayor nimero de
brotes a gatir de cada segruento sernrado i vitro, ya que éste puede tener rois de una
yema latente, Esto nos peimite explotar el mayor potencial dc la técnica, regenerando
mayor cantidad de plantas desde la primera etapa y aumentando la eficiencia del sistema.

La browecion de yemas se da natwaimente en la planta por la influencia del contemdo
endogeno de hormonas de crecimiento. Estas se producen en diferentes lugares de la
planta y achian ¢n cantidades minimas para lograr su efecte. Para lograr la proliferacion
de brotes en micropropagacion a partir de la yema presente, se hace necesaiio proveer, en
el medio de crecimients, compuestos que igualan el efecto de las hormonas. Estos
cempuestos se designan como reguladores de crecimiento.

En el cultivo de yemas axilaces, los reguladores de crecimiento esenciales son las
citoquininas vy las auxinas. Segin Pierik {1987), las citoquininas inducen la division
celular por lo que se utilizan para estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las
auxinas preducen la elongacidn celular y se utilizan a concentraciones bajas (George,
1996). Esms ltimas se relacienan con la aparicion de raices adventicias, inhibiendo el
d@zsanollo de yemas adventicias. Las citoquininas sen esenciales para la proliferacion de
brotes.

Los cortes necesarios que se deben realiaar en los talles de rosa minialura para la
obtencion de explantes hacen que los tejidos se tornen café y exuden compuestos
fenolicos al medio (George, 1996). Este fenémeno se conoce como oxidacidn y es
detrnental, ya que puede inhibir el crecimiento y puede provocar hass la muerte de los
tejidos afectedos. Esles efecles son nmis severes durante los estados iniciales del cultivo,
por lo se hace necesasio €l manejo de la oxidacion durante la evapa de establecimiento
(Geotse, 1996).

Se pueden tomar vartos medes de accidn para evitar la oxidacidn. El objetivo de todos es
evitar que los cempuestos fenodlicos producidos interfieran con el desarroilo normal del
brote, Como medidas preventivas se pueden utilizar antoxidants, ya sca como
componente integral denwro del medio de cultivo, o durante el proceso de preparacion del
explante previo a su siembra. También se puede modificar la composicion del medio de
culttvo asadiecndo carbon activado, el cual tiene la capacidad de absorber compuesto
exudados al medio de cultive (George, 1993). La seleccion del método a usar va a
depender de su eficiencia para producir, uo sélo cantidad, sino que sembién calidad de
bretes para iniciar exjtosarente [a siguiente etapa.

Teniendo estos paramewos en mente, los objetivos del presente estudio son:



®)jetivo general.-

Rucomendar un protocolo para ¢l establecimiento de rosa miniatura in vitro,

Ohjctivos especificos.~

«  Determinar un proceso de desinfeecion apropiado pasa reducir la contaminacién in
vitro dc material vegelal de rosa miniatwa mido del campe.

- Reducic la oxidacion ¢n ¢l establecimiento del matenal vegetal,

- Obtener la brotacion uniforme de las yemas sembradas, y una calidad apropiada de
los brotes oblenidos paca su posterior multiplicacién in vitro.



2. REVISION BE LITERATURA

2.1 EL CULTIVO IN VITRO

Segin CTAT (1991), el cultivo de te}idos iz vitro comprende un hetcrogénco grupo de
técmcas medante las cuales un explante se cultiva asépticamente en un medio de
compesicion quimica defindda y se incuba en condiciones ambientales controladas.
Mientras que Pierik (1987) lo define como el cultivo sobre un medio nufritivo, en
condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, rganos, explantes, tejidos, celulas
y pretoplastos.

Arobas definiciones coinciden en su esencia, y hacen cspecial rcferencia al uso de um
medio en ¢l cual crecera la porcién de planta a sembrar, y a la necesidad de wabajar en
condiciomes asépticas. Basiandose en estos conocimientos, podemos decir que los
principios involucrados en el cultivo de tejidos son (Thorpe, 1981 ):

- Ajislamiemo de una parte de la planta intacta.

- Proveer un ambiente apropiade en el que se pueda expraéar todo ¢l petencial
inttinseco o 1nducido del explante, ésto incluye preveer condiciones estricmmente
controladas de ambiente y de nutricion.

~ Proveer condiciones de estricta asepsia duraunte el proccso.

Este desarrollo de las plantas en el procese iz vitro involucra cinco etapas, las cuales son

(Pierik, 1937):

- Etapa 0 — Se conoce como el esmdo preparativo de la planta madre, en el cual sc hace
un pre-trtamamoento del material inicial, para asegurar que las plantas se mantengan
libres de eofermedades. También se busca obtener material fisiologicamente mejor
adaptado.

- Etape - Laetape de establecimiento en la que se realiza el aislamiento estéril de los
explantcs y se imcia su establecumiento in vitro. La condicidn mas imporiante en esta
etapa cs cl creccimicnto y desamrollo sin contaminacion, para asi obtener un imicio
seguro y confiable del cultivo.

- Etapa X — La multiplicacion o proliferacion de brotes, tratando de censeguir, hasta
donde sea posible, la propagacion dcl materis] sin perder su estabilidad genética.

« Elape OI — Involucra la elongacion de tallos, la induccidn y desarrollo de waices, con
el objeto de preparar las plantas para su posterior tansferencia al suelo.

- Ftapa IV ~ La wansfercncia a condiciones de invemadero y establecimiento de la
plantacion a condiciones ex vitro.
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2.2 MICROPROPAGACION

De las técnicas de cultivo de tejidos, la mas amplimmente utilizada cs la propagacion
vegetativa in vifro, o miciopropagacion. De é€sta, la técnica més ufilizada en rosas es €1
estimulo de yemas axilares (George, 1996). Esta involucra el aislamiento de una yema,
junto con upa porcién del wllo, par2 obtener un vastago a partir de la yema. Estos
véstagos son posteriormente enraivados para su wansferencia al suelo (Pierik, 1987).

Las condiciones in wifro eswmulan ¢l desairollo de la yema axilar, permitiendo la
formacion de una planta por cada yema en la etapa de establecimiento (CIAT, 1991). La
gran ventaja de eswa técnica es que los individuos regenerados muastvan una gran
estabilidad genética (CIAT, 1991). Per ¢sta raz6n es importante evitar la formacion de
callo, ya que de €ste se regeneran plantes con diferentes grados de variacién.

El eswblecimiento del cultivo en el laboiatorio debe implicar la seleccién del mejor
explante ¥ su desinfeccion superficial. Se considera que se ha tenido €xito al establecer el
cultivo cuando los explantes eswn libres de conteminantes microbiales obvios, y ésto es
seguido de algin tipo de crecimiento {George, 1993).

Los factores que més en cuente se deben tencr, por su iufluencia en el establecimiento de

la micropropagecion, son (CIAT, 19%1):

- El estado fisioldgico y la sanidad de la planta que dona el explante o planta madre,

- La edad fistologica de los explantes y su posicion en la planw madre.

-~ Les factores fisicos involucrados en el desarrollo de las yemas, como temperahua y
Iz,

- El medio nutiitivo, siendo de igual importancia su consistencia asi como su
composicién quimica,

2.2.1 El explante

Segiin Pienk (1987), el explante se define como la porcién de tallo cscindido, u 6rgano
tomado de la planta, para iniciar un cultivo. Para ¢l establecimiento de cada cultivo se
debe seleccionar el explante més apropiado. Esta seleccion se hace dependiendo de la
disponibilidad de waterial, facilidad de manipulacion, bomogeneidad, ausencia de
contamicames endégenes en la medida que sea posible, y rapida respucsta m vitro
(CIA'T, 1991). En cl case de rosa miniatura, se utilisan yemas axilares, mismas que se
encueniran preseates en las axlas de cada hoja (Marcelis-van Acker y Scholten, 1995} y
presensan una via 1dpida y segura para regenerar plantas 7 vitro.

Segin George (1993), el mejor material para los explantes proviene de plantas madres
sanas y vigorosas que se han mantenido en crecimiento activo sin ninglin tipo de estrés.
Estas condiciones aseguran explantes que respendecdn favorablemente a las coundiciones
in vitro a qQuc scan sometidos. Las plantas madres que se utilicen, wreferiblemente,
deberédn mantenerse en invernaderos. Pero en la préctica, ésto muchas veces no es factible
por 1o que se hace necesario el uso de plastas que crecen en el campo. Hay Gue



considerar que el mater:al que crece en el campo estas swieto a altas tasas de
comaminacion y a un ambicnte vanable (George, 1996).

Elwmafio del explante a utilizar es iambicn un facter a considerar. El crecumiento de los
brotes aumenta a medida qoe aumenta la cantidad de tejido del tallo que se siembra
(Marcelis-van Acker y Scholten, 1995). La limitante de esw declaracidn e que e] vmafio
del explante también iniluye en el gzado de conveminacion: a mayor amaiio del explante,
mayor probabilidad de contaminaciéo. Por lo que en resas, Khosh-Khui y Sink (1982)
recoamiendan segmentos de 6 a 10 oum de largo como el wmafio mds apropiado de
explante,

2.2.2 Contaminacién

Segim Thorpe (1981), 1a exclusion rigurosa de micreefganismos confaminantes €s una
caracteristica esencial en el cultivo de tejidos. Segim et CIAT (1991), la asociacién
explante-medio v las condiciones fisicas er que se incuban los cultivos bacen un

-

ambiente favorable para la proliferacion de microorga ismos.

Dada eeta situacion, el CIAT (1991) rccomienda que para essablecer culiivos asépt.cos es
necesarto trabajar en un ambiente adecuado, como en una chmara de flujo laminar. Asl
mismo, esterilizz los medios de cultivo, desinfectar superficialmente los explantes para
liberarles de bactenias y bongos exodgenos y realizar los cultivos respetando ciertas
notmas de asepsia.

Para lograr la ascgsia se¢ deben esterilizar los medios de cultivo, los tubos de ensayo en
los que se dispensa e] medio, los instrammentos a usar para mantpular los tejidos unia vez
desinfecmdos y el material de la planta. La estenlizacion de la cristaleria. los
insthumentos metslicos y el medio de cultivo se lleva a cabo con el uso de calor y presion
(Thorpe, 1981}, por lo que sc¢ recomienda el uso del auteclave,

El CIAT (1991) copsidera que los tejidos de Ias plantas intactas y sanas son asépticos
iiteruarsente, y que la principal taree de limpiesa del material para explantes esm
limitada a la esterilizacién supesficial. Esta desinfeccién debe permmitir elimivar los
microorganismos con el menor daflo pesible psra los explantas (Dodds y Robeiws, 1985),
lo que se hace mediante mélodos quimices. Para rosa miniatura la esterilizacidn
superficial de explantes puede hacerse directamente sin dafiar [as yernas, ya que €stas son
lo suficientemente resistentes (George, 1993).

La estenlimcion superficial del matenal puede realizarse cen una variedad de
esterilizantes. .e5 de uso mis comit  son: soluciones de hipoclorito de calcio (Ca(®Cl))
0 de sodio {Na®Cl), nitrate de plata (AgNG3), clore comercial, peroxido de hidrégeno
(F0;) y alcohol al 70%. Antes de 1a siemabra, ¥ a nivel de la camara de flujo laminac, los
esterilizantes deben ser removidos con enjuagucs de agua bidestilada estéiil (Thorpe,
1981),



Segtn George (1993), los mejeres productos son los menos costosos Y menos toxicos
para las planms y las personas manipuldndolos. Los de mayor nso consieren bipoclorito
como ingrediente activo, que presenta la ventaja de que se remueve mis ficil de las
superficies después de la estenlizacion (CIAT, 1991). De los bipoclortos, el mas
utilizado es el hipoclorito de sodio por ser cl mas dispowble en forma de cloros
industriales ((George, 1993).

El CIAT (1991) recomienda que la soluciém de bipoclorito de sodio, NaGCl, en
concentraciones de 1-3% de ingrcdiente activo, sirve para la estenlizacion superficial de
materiales de todo tipo, siemp¥e y cuando no se produzcan lesiones debido a su accion
blanqueadora. Este germicida deberd bhacer el mejor contacto posible con el matenal
vegeel, por lo que se recomienda ut:hzar unas gotas de agentes destensadores o “wetting
agents” a las soluciones desinfectantes, como el Tween 20, Tween S0 o Triten.

Para el caso particular de rosa miniatura, Kane (1988) recomienda que el material, una
vez preparado pera la siembra, sea lavado bajo el chorro de aguz de la llave per guince
minutos. Esto pennite reducir los niveles dc conteminantes superfciales y hace mis
vulnerable a los microorganismos para el fratamiento de desinfeccion (George, 1993).
Luege se desinfecta por quince minitos en una solucion desintectan que contenga 20%
(v/v) de cloro comercial y dos gotas de Tween 20 por cada 108 mi de selucien. Una vez
en la cdmara se le deben hacer tras enjuagues con agua estéril bidcstilada.

2.2.3 Medic notritivo

Segiin Pierik (1987), el medio nutrntivo ¢S una meacla de sastancias sobre 0 en las cuales
pueden crecer células, tejidos u 6rganos, con o sin agente gelatinizador. Las sustancias
neceeanas para el cultivo iz vitro son: agua, cempuestos inorganicos (macroelemetrtos,
microelementos y bierro) y compuestos orgénices (vitaminas, aminodcidos, azicar como
fuente de carbono y reguladores de crecimiento, especialmente auxinas y civoquininas ).

La combinacidn que se escoja de esws sustancias depende dc muchos factores, como ser
(Pierik, 1987):

» La especie que se esta progagando.

- Laedad de la planta madre.

- La edad del drgano que se siembra.

- El tipo de 6rgano que se cultiva.

- Lavia de regeneracion,

- Laetapa de cultivo en el laboratorio.

El medio nutritivo mas utilizado es el de Murashige y Skoog (MS) por su efecto pesiuvo
en la mayoria de las plantes, especialmente herbaceas (Pierik, 1987). George (1993} lo
considera conveniente para el cultivo de yemas axilares y la proliferacion de brotes. Se
debe tener en cuense que éste no siempre es la mejor opcion para el crecimiento y
desarrollo, ya que su contenido de sales es muy elevado. El medio desarrollado por



Lleyd y McCown, denominado “Woody Plant Medium” (WPM), resulta una mejor
alternativa para cspccics lefiosas sensibles a la salinidad (Pieiik, 1987).

Segtn George (1993), el medio MS da un buen crecimiento y proliferacion de brotes para
rosas en las etapas I y {1, aunque muchas veces se hace necesario modificar su contenido
vitaminice y reducir 1as concentraciones de sales mineralcs. Aneta también que el medio
Lloyd y McCown hace posible una buena multiplicacion de brotes.

Ademads de la fonnulacién per se, el pH al que se ajuste el medio es tambign importante.
Segio Pierik (1987), el rango dpimo para el crecimiento i vinro de la mayoria de las
especies es de 5.0-6.5, siendo el méximo alrededor de 6.0. Un aumento o disminucion
del pH en esk rango, frena el crecimiento y desarrollo de los t¢jidos. Se debe considerar
al ajusterlo, que en el proceso de autoclaveado dcl medio, éste sufie an descenso de 0.3-
0.3 unidades (Pierik, 1987).

2.2.3.1 Axicar. El azicar se adiciona al medio como fuente de carbohidratos. Segvn
Pierik (1987), el azicar es un componente importante en ctialquier medio nutritivo, y es
esencial para el crecimicnto y desawollo in vitro, ya que los tejidos verdes bajo las
condiciones in vitro no son sulicieniemente autetréficos.

La concentracion y tipo de azicac depende mmche del tipo y edad del material vegesal. En
general, el crecimiento y desarrollo del material cultivado in vitzo awmenta a medida que
auventa la concenwacidn de azicar, hassa llegar a un 6ptime (Pierik, 1987). Segin
George (1993), la sucrosa, a upa concentracion de 30 g/, es el azécar més utilizado para
el cultivo de yemas axilares.

Para la micropropagacién de rosas se recemienda concentsaciones hasta dc 40 /1, ya que
se reduce la hiperhidratacion de tejides, misma que aumente a medida se reduce la
concentracion de azicar en el medio (George, 1996).

Marcelis-van Acker y Scholten (1993), han determinado que Ja glucosa da mejor
crecimiento que la sucrosa en rosas. El awtoclaveado produce la ruptura de sucrosa
(Pierik, 1987), que se descompone produciendo fivictosa y glucosa. En el caso de glucoss,
después del autoclaveado, puede recuperaise completamente,

2.2.3.2 Nutricién mineral Segin Piertk (1987), después de los azicares. los minerales
censtituyen el grupo més importanse de sustancias nutritivas en ¢l medio de cultivo. La
especie con la que se wabaja va a determinar la mezcla de macro y micro-sales a utilizar.
En la mayorfa de Jos casos, el medio MS aporta la mezcla apropiada para el
establecimiento y desarrollo de las plantas in vitro.

Los nutrient#s inorgdnicos son aquellos requeridos normalmentc por la planta; sc dividen
en macroclementos y microelementes, segin la cantidad requerida in viiro por la planta
Los macroelementos son esenciales para la plansa y sen requesidos en concentaciones



milimolares, éstos son: nitrdgeno, fasforo, potasio, calcio, azufre y magmesio. Los
microelementos son nutrientes esenciales requeridos en concentraciones micromolares, y
son: manganeso, zinc, boro, cobre, cobalto, cloro, iodo y molibdeno. También se suple
hierro en cantidades intermedias, asociado a un quelato etilendiaminotetraacetato
(CDTA) que 1o bace disponible a la planta.

2.2.3.3 Reguladeres de crecimiento. Segin Pierik (1987), se conoce como reguladores
de crecimiento al conjunto de productos sintéticos y hormonas naturales responsables de
la distribucion de los compuestas que la planta biosintetiza. Asi mismo, los reguladores
de crecimiento determinan el crecimiento relativo de todos los drganos de la planra, por
ser responsables de la divisidn celular y el crecimiento de las células.

El tipo de regulador ¢ue sc escoja y su concentracion dependen del tips de crecimiento
que se requicia, dc los niveles enddgenos naturales de hotmonas en la plante, de la
capacidad de los tejidos de sintetisrlos y de la interaccion entre los productos sin¥ticos
aplicados a los medios (George, 1993).

Los efectos de los repuladores de crccimicnto no son absolutos y especificus. La
respuesta en cultivo de tejidos varia de acuerdo a las condiciones culturales, el tipo de
gxplante que se utiliza y el genotipo de la planta (George, 1993). El crecimicnto y la
morfogénesis estén regilados por la interaccién y balance entre los reguladores, siendo
los de uso mds comtin las auxinas y citoquininas.

Las auxinas, cn conjunto con las citoquininas, ctmirolan procesos como el crecimiento
celular, la elongacion de células y la morfopénesis (George, 1993). Segtin Pierk (1987),
las auxinas también producen la formacion de ralees adventicias y la inhibicidn de la
(ormucion de vistagos axilares y adventicios. Las auxinas de usomas comin son ¢l acido
indofeacético (AIA), el dcido indolebutitico (AIB), el dcido vallalentacético (ANA) vy el
2,l.D. Si éstas se utilizan a bajas concentraciones, predomina la formacion de raices
adventicias; con concentraciones mas altas, se da la foimacion de callo en lugar de raices
(Pierik, 1987).

. auxina mas comun para el cultivode yemas axilaces es el AIA, la cual usada con otros
reguladores, induce la mortogénesis directa de brotes. Esta auxina se rcquiere para
promover el crecimiento inicial de ias yemas (George, 1993). En rusas se provee una
concentracion baja de esta auxina para inducir la prolif eracion de brotes (George, 1996).
Hasegawa {1979) encontrd que los niveles bajos de AIA estimulan el mayor nimero de
brotes advenmcios en rosas. Kyte (1987) ia recomienda a um nivel de C.1 mg/j para el
estahlecimiento de rosa miniarura,

l.as citoquininas esumulan la divisidn celular, por lo que se utilizsn para esamular el
crecimiento y el desartrollo {Pictik, 1987). En el cultivo de yemas adventicias se agregan
purque reducen la dominancia apical permitiendo que las yemas latcralcs salgan de
dormancia (Geerge, 1993), promoviendo asf la formacion de vistagos axilares. La
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canwdad de brotes formados de yemas en rosa se re:gula principalmente con la adicion de
citoquininas {Hasegawa, 1980).

L.a citoquinina se suple in vivo por las ralecs {Marcelis-van Acker y Scholten, 1995) por
lo que se hace necesario proveerla m vitro, Muchos de los tejidos que se cult'van no son
capaces de sintetizar a suficicnte cantidad para sosiener el crecimiento (George, 1993).
Las citoquininas m3s comunes son la Kinerina, benziladenina o benaxilaminoputina (BA 6
BAP) v la Iso-pentiladenina (2iP). La m4s apropiada patael cultivo in viro de rosas cs cl
BAP {Mareelis-van Acker y Scholten, 1995),

Proveer las citoquininas en concentraciones altas induce la fonmacion de vdstagos
adventcios, a la vez que inhibe la formacion de ralees (Pierik, 1987); sin embargo,
Marceliz-van Acker y Scholten (1995) demostwaron que conceatractones muy al@as
reducen ¢ peso y e] lurgo de los brotes principales, £ establecimiento de rosa iz viiro se
logra en un medio con bajos niveles d¢ BAP para lograr la multiplicacién de las ycmas
(Bressan ef ¢.,1982). George (1996) recomienda una concentracion de 0.9 myf] para el
eswblecimiento, miemms que Kane (1988) recomicnda 0.5 me/l.

Lo mas importante en el cultivo de tejidos es que ¢l medio contenga la relacién correcta
de reguladores para cada cspecie que se cultiva y para cada etapa del cultivo (Kyte,
1987). Segin George (1993), muchos aspectos dec la diferenciacion celular y
organogéncsis en los tejidos se ha encontrado que son controlados por la interaccién ¢nwe
la concentracién de citoquininas y auxinas. Para Ja formacion de brotes se requicre un
balance entre estos dos tipos de rejuladorcs de crecimiento; su interaccion es muy
compleja y mas de una combipacion puede producir Jos resultados dptimos (George,
1993). Por lo Seneral, una relacion alia de citoquininas a au.xiuas promueve la forrnacion
de broles, mientras que una baja favorcce la diferenciacion deraices (Pierik, 1987).

2.2.3.4 @tros compuestos. Ademds de los compuestos ya mencionados, muchas veces es
necesanio agregar otro tipa de compuesios como vitaminas y aminoicidos. Estos tiltimos
se agregan muchas veces como fuenle de nfrdgeno orginico. Algunas vitaminas pueden
scr limitamcs cuando las planias se cultivan in vifro (‘Thorpe, 1981), como por ejemplo la
tiamina para la cual hay un requerimicnto abscluto. Zsk funciona en una cocnzima para
asistic en €] ciclo de Krebs (Kyte, 1987).

Aunque no se conoce cxaciamente Ia funcidn de las vimminas, se ha encontrado que el
crecimiento se mejora agregendo al medio vitaminas como: acido nicotinico, piridoxina,
biotina, pantotcnato, dcido ascorbico, inositol y riboflavina. De ¢stas se ha cncontrado
que el inosital estimula la divisién celular (CIAT, 1991).

2.2.3.5 Agar. La presentacidn fisica y coasistencia del medio es igual de imporunte que
la composicion yuimica, ] medio debe proveer el sostén fisico neccsario depcndicando
de! cultivo a realizar. La propagacion de rosa miniatura por medio de yemas axilares
requiere de un medio solido, lo suficientemente consistente paja soportar e} explante, por
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lo yue se usa agar. Est: ¢s un pruducto de viigen vegetal (algas marinas) que se usa parg
solidificar medios (Pierik, 1987). EI apar disuelto en el medio forma un pel capac de
retener el agua y absorber compucsms,

€1 agar es un compuesto bastante costoso, por o que se utilizan agenies gelifican®es con
muchas presentaciones comerciales, Estas tienen mucha influencia en el cultivo, cauvsadas
probhablemente por las diferentes impurezas que conlengan, la rigidez del gel que
producen, la vananw dispomibilidad de agua, iones y reguladores que tengan
(Podwyszynska y @lszcivski, 1995). En el caso de las roses, son muy sensibles al tipo de
agente gelificantc que se umlice. La explicacidn mas probable es que afecten la
disponibilidad de nutrientes (Marcelis-van Acker y Scholten, 1995). Podwyszynska y
Olszewski {1995) recomiendan el Agargel (Sigma) para el cultivo iz vifro de rosa

El Agargel (Sigma) es una mezcla de agar y Phytage! (Sigma) desarrollado para conwrolar
la vitrilieacién. Pruduce un gel semi-trensparente y debe ser usado en concentraciones de
3.5-5 g/l. Este presenta una alternativa mas econémica que el agar.

2.2.4 El euvarter de crecimiento

Parn el cultivo in viire s¢ hace nccesano disponer de una camara de cultivo en la que se
pueda hacer un control ambiental, misma qut se conoce como cdmara de incubacién o
cuano de crecimiento (Pictik, 1987). Esta camara debe proporcionar un buen conmrol de
la icmperanara (20-28°C), de fa ilvminracion (1000-5000 iux) v de Ja humedad relativa
(70-80%). Todos estos factores siendo determinados por la espceic a propagar. Un
aspecto critice es propiciar una buena dislribucién de aire para evitar 2onas de
recalentamiento (CIAT, 1991).

Para ¢l cultivo in vitro de rosa, Kyte (1987) recomienda una tempcratura de 25°C, una
fluminacién de 100-300 pies candela, proporcionada por tubos lluorescentes de tipo
blanco frio y un fotoperiodo 16 hosas luz.

2.2.5 Problemas biojdégicos de cultive

2.2.5.1 Oxidaciép. La rosa miniatura debe ser cortada previo a su siembra, 1o cual trae
como consecuencia uno de los problemas mas comunes de la propagrcidn in vitre, que es
la oxidacién de tcjidos, La oxidacion ocurre a través de la accién de cnzimas exidativas
yue contieoen cobre, lay cuales son liberadas, sinmetzadas o presentes con un substrato

apropiado v en condiciones oxidativas cuando los tejidos son lastimados o senescentes
(George, 1996).

1.a oxidacidn produce el obscurecimiento y eventualmente Ia muerte del explante (CIAT,
1991). Esta se manifiesta como vn obscurccimiento en el medio, La naturalcza de esta
sustancia es todavia incierm, pero se sabe que usualmente Son combinaciones de
susiancias fendlicas comple jas (George, 1996).




La oxidacion en las primeras ewpas del culdvo interficre con el desarrollo adecuado del

explante, por la quc cs necesario prevenirla Hay muchas posibilidades de prevencion,

como {George, 1996):

- Minimirnr el dafio causado al cxplante,

~ Remover los compuesto fenolicos producidns mediante el uso de carbén activade o
wransferencias frecuentes a un medio {resce

- Modificar el ambiente fisico medianic el culdvo en la obscunidad ¢ a baja
luminosidad.

«  Modificar el potencial reductor de los tejides con el uso de antioxidantes.

«  Alterar la composicion del medio ¥ el tipe de reguladores de crecimiento que se usen.

La altemativa que se cscoja dependeid de su efectividad enel explante con que se trabaje

v la facilidad de implememacion.

Segin CIAT (1991), es Gtil usar sustancias autioxidantes en ¢l medio, como dcido
ascotbico, 4cido cliico, cisteina, polivinilpyrrolidonc (PVP), o durante la preparacion del
explante. [gualmente vl CIAT (1991) recomienda incubar cultivos en la obscuridad o a
bajas intensidadcs de luz, Los antioxidantes se definen como donadores de electrones que
inbiben la oxidacion de substratos labiles (George, 1996). Por tradicién, el antioxidante
mds utiliawdo ha sido el gcido ascorbico, que se considera benéfico debido a su capacidad
paraactuar como agente reductor.

Una solucion de 4cido ascérbico y dcido cittico es cominmente usada para enjuagues de
explantes recién conados, El acido citrico actiia como un agentc quelante, secucstrando
iones metdlicos que se requieren para activar las enzimas oxidativas {George, 1996). Para
rosa se ha enconwado efectivo el enjuague con PVP antes de la siembra de los explantes
(George, 1996).

El 4cido ascdrbico y el dcido citico también se utilizan en el medio de cultivo, pero el
dcido ascérbico @ teimolabil por 1o que su efecto es limimdo y su etecto sobre los
cxplantes debe ser inmediato, El dcido citrico acta como buffer y como nutrimento, La
combinacion de ambos compuestas se ba utilizado amphamente para reducir la oxidacién
(George, 1996). En rosa se recomienda la adicion de 50 mg/l du deido ascorbico y 150
mg/ de PVP al medio de cultivo (George, 1996).

También se puede agregar carbon activado al medio de cultivo como medida preventiva
para reducir la oxidacién. Se2in Gcorge (1996), las ventajas de usar carbin activado
depende del cultivo, pero en general se debe a la absorcidn, por parte del carbon activado,
de los compucstes seccetmdos de los tejidos o presentes en ¢l agar que inhiben el
crectmiento. La absorcion de compuestas preécnies en el medio se da paiticularmente
cuando los explantes son transferidos pur primera ver. al medio.

Segim Mensuali-Sodi ez &f. (1993), los efectos positivos del carbon activado han sido
atibuidos a varies factores, como: ¢l obscurecimiento del medio, la absorcion de los
reguladores de crecimiento, la remocion de compuestos inbibitorios, la absnccion de
impureas del agar y la obsorcion de fenoles producidos por los tejidos. Estos autores
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encontiaron que la oxidacién seveia en el culrivo dc A4nemone se previno agregando
carban activado al medio y que s¢ dieron plantas de hucna calidad.

Segun George (]996), la oxidacion es menos severa en un madio diludo que en un medio
allo en sales como el medio MS. Algunos investipadores han encontrado que ¢l medio
Lloyd y McCown ha prevenido la oxidacion, pero la razén no es obvia (George, 1996).
Otro altemativa ¢s ¢l uso de medios liquidos, ya que en éstos sc puede evimr la
acurnulacion de compue stos fendlices en la base del cxplante.

2.2.5.2 Vitrificaci6n. Otro problema que se puedc preseantar en el cultivo de tejidos es la
vitrilicacién. Esta s¢ cunoce también como hipcrhidratacién y csta asociada con altos
niveles dc citoquininas y con el uso du material joven. la virrificacion es
fundamcaralmente resaltado de un exceso de humedad en el tubo de crecuniento, de una
¢Scdsa concentracion de agar o la vnlizacion de un agente gelatinizador no aprepiado
(Pierik, 1987).

La vitrificacion puede prevenirse utilizndo un medio de cultivo de potencial osmdtico
apropiado. Esto se lugra manejando los niveles de aziicar en el medio de culkivo. Segin
Georpe (1996), una concentracion de 20 mg/] du suerosa en el medio de cultivo provoca
una mayor incidencia de vitrificacion que una de 30 mg/l. Otros compuestos que se
pueden manipular pare reducir el problema de vitrificacion son las ciloquiainas y el tipo
de agar que se utilice.
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3. MATERIALES Y METO®OS

3.1 LOCALIZACION

El ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion de
E| Zamorano, Departamento de Francisco iorazén, Honduras.

3.2 MATERIAL VEGETAL

El material vegeml que sc utilizo fueron segmentos de #llos de rosa miniahura con una
vema axilar presente (Anexo 1), Estese obtuvo de dos plautas del cdificio de Agronomia
de 21 Zamorano y de una planta del invemnadero del laboratorio. Las tres plantas fueron
sometidas a aplicaciones semanales de Ridomil CT y Agiymicin, 2 mancra de curativos v
preventivos. Ademas se aplicé semanalmente el fertilizante foliar Baytolan para asegurar
tener matenal vigoroso.

Una semana ames dc 12 siembra se midio el grosor debajo de las yemas de los wvarios
tallos que poseian las plantas, paraasi determinar la cantidad de ma1c:ial disponible.

3.3 EL EXPUANTE

De acuerdo a las mediciones hechas, se determind que el gcosor promedio a wdlizar para
ja siembra scria de 2 mm. La toma de material de la planta madrc se llevo a cabe
temprano en horas de la mafana, centando los tallos con Mjeras de podar Sismpre encima
de una yema para asi ascgurar la brotacion adecuada de la parte podadu. Antes del corte,
se midid el grosor del tallo debajo de la yema mas cercana al corte para determinar que su
prosor correspondla al grosor previamente cstablecido. Inmediatamente despues de la
poda, sc eliminaron todas las hojas dc la pyrcion del mllo cortado y cualquer otro
material vegetal, para solo dejar el tallo con las yemas expusstss, Estos tallos se
trunspontaron al laboratoro en holsas de plistico conteniendo una toalla de papel
humedecida. Cada manana sc selecciond y se tomé Ia cantidad de material necesaria para
la siemhra del dia; lo sobranic se descarmba.

Una vez en el laboratono, se prepararon porciones de wllo de 1.5 cm de largo cada uno,
con una yema al ceniro dec cada scgmento. Los corles se hicieren con up bistulflimupio,
sosteniendo los tallos con una pinzalimpia. Después de realizar todos los cortes se midio
cl grosor debajo de cada yema para asegurac jos 2mm. Las yemas cortadas se iban
colocandoen un beaker limpio.
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3.4 DESINFECCION
3.4.1 Pruebasg preliminares

Por )a cantidad de material requerido para 1d sicmbia de este ensayo, se hizo necesario, al
principio de este trabajo, recutrir a un vivero externo para obtener ¢l mateiial vegetel
inicigl. Las plantas provenientes del campo, muchas veces tacn un mvel de
contaminacion bastante ¢levado, por lo que st hizo una siembm inicial siguicndo el
protocolo de esterilizacién superbceial previamente eswblecido para ¢l laboratorio y que
se desciibe mds adelantc. En csm primera prueba, todos los tubos sc contaminaron,

Bebido al zlto grado de coMaminacién, se procedio a aplicar las plantas madres
semanalmente con una mezcla de Ridomil CT (421) y Agiymicin (3 g/I), ademds del
Bayrolan (2.5 mlfl). A las 3 scmanas de gplicacion se realizd oba prueba de
contaminacion.

En csta scgunda prucba se probaron diferentes concentwraciones de hipoclorito de sodio a
dilerentes tiempos de cxpasicidon. Les {ratamicntos y los resultados se mucsiran en el
Cuadro 1. Los dos tipos de medio que se proburon fueron: el primero, el medio Que se
describe més adelante en el Cuadro 2 como medio A {medio A); el segundo (medio B),
llevaba un antibioticn, gontamicina, incluido a raz6n de 30 mg/l que sc¢ estetlizo por
{iltracion y se agrego al medio de cultivo previamente estenliz.ady en el autoclave. Esto
se hizo a nivel de 1a cdmara de flujo laminar, £n cada wammiento se sembraron 10 tubos
de ensayo.

Cuadro 1. Pre-easayo de manejo de contaminucién en €l establecimiento de rosa
miniatora in vitro, E| Zamorane, Honduray, 2000.

‘Conceatracion de Wipoclorita de Sodio’ (% ingrediente activao)’
Tiempo de
exposicien Mledio 0 0.5 1.0 15 2.0
fmin)
— Namero de tubos contaminados®
0 A 9 9 9 0 9
100 A 9 9 9 9 9
B 9 8 8 9 7
20 A 9 9 9 7 7
B 9 S 6 6 7
30 A 9 8 3 S 7
B 9 7 7 S 7

'Sc utilizé una Sormulacion comercial al 525% de inmtediente active.
D¢ 10 tubos sembrados por terwmiento.

Como se puede apreciar cn los resultades obtenidos de este pre-ensayo, el nivel de
contaminacion de las plantas waidas del campo no se puede controlar con ninguno de los
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tratamientos aplicados, por lo que se tomod la decision dc trubujar con el matenal
disponible para el laboratorio en el inveraadcro y los jardines del edificio de agronomia.
Utilizando este material, se procedio entonces a hacer una terceia prueba preliminar de
desinfeccion, utilizando ¢! medio A ya descrito de las pruebas anteriores, v el
procedimiento de desinfcccion normalmente utilizado por el laboratorio.

Debido al alto grado de consaminacion que se presento cn dos de las plantas provenientcs
del exterior, se probd la desinfeccion quimica sumergiendo los explantes en una mezcla
de Benlate y Agrymicin, a tazdn de 3 #/1 eeda uno, por mcdia, una y dos horas con
agitacion constante como {ratamientos previos a la sicmbra. Esta cuarsa prucba no dio
bucnos resultados ya que no se redujo considerablcmente la contaminacion. Adcmas, la
exposicion prolongada a cstos quimicos de una o dos horas provoco la muerte de las
yemas, por le que se decidid wabajar con el mélodo previame ntc establecido en el
laboratorio, sin el uso de antibidtico en ¢l medio de cultivo y sin utilizar enjuagues en
solucidn fungicida-bactcricida previo a la siembra.

3.4.2 Esteriliz.acion supericial

Los cxplanies se colacaron en un beaker que se cubrid con una pasa estéril, misma que se
ajusto a la boca delbeaker con una bunda eldstica. El beaker sc coloc6 bajo el chorro de
agus de la llave por quince minutos para realizar la limpieza superficial. MNientras #6wa se
realizaba, se proccdio a la limpieza de 1a ¢cdmara de flujo laminar, rociando twda la
superficic con aloohol al 70% y limpiando con una toalla de papel,

Una vez finalizada ] a limpicza supcrficial de los explantcs se drend del beaker el agua de
la llave, ¥ se agregd agus bidesvlada en una cantidad suficiente para cubnr todos los
cxplantes; el beaker se dejo tapado cen una gasa. Para cada tanda de siembra se exrajo fa
canmdad de cxplantes requeridos para pasar inmedialamente 2 I desinfeccién quimica
superficial.

Para la desinfeccion quimica supetficial, los explantes se colocaron en una solucion
desinfectame de hipoclorito de sodio al 1.05% 1ingrediente activo (I.A,). conteniendo dos
gotas de Tween 80 por cada 100 ml de solucion. El hipoclorito de sodio se suplio en
forma de cloro comercial Masia Blanca (5.25% L.A.). Los explantes se mantuvieron en
estasolucion durantc 10 minutos con agitacion constaunte.

3.5 MTEDI@® NUTIUTIVO

El medio nutintivo utilizado consistid en una mndificacion del medio original de
Mipashige & Skoog (MS) con la adicion de glicina. Los macroelementos se suplieron %
MS, perqur en su concentiacion origginal puede ser muy fucrte, provocando o.xidacion
(Georpge, 1996). Se prepararon Wres lipus de medio, varniando agentes que pueden ser fitiles
para combatir la oxidacion, La composicion final de los medios s¢ muesira en el Cuadro
2. El pH st ajustd a 5.7.



Cuadro 2. Composicitn de los medios nutritivos para control de exidacion en el
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establecimiento de rosa minmatoers i vifre, El Zumorano, Honduras, 2000,

Medio C |

Medip A | MedicB
Componente
mg/l

Macroelementos (1/2 M3)

Witrato de amonio (NTLNO;) 825 825 £25
Nitrato de potasio (KNO) 950 930 950
Cloruro de calcio (CaCls. F.0Y 220 230 220
| Sulfate de magnesio (MgS0,4. 7H,0) 1835 183 185
Fusfato potésico (KHPGy) &3 85 83
Microelementos (MS)

Acido banico {H;BO;) 6.2 6.2 6.2
Sulfato de manganeso, monohidratado

(MnSO.H:0) 16.9 169 169
Sulfae de ming (ZnS0,, 711L.0) 5.6 8.6 8.6
Yoduro de potasio (KI) .83 0.85 0.83
Malibdato de sodio (Ma.MoO4 2H() 0,25 0.25 .25
Sulfato de cobre (CuSOy, Hah) 0,025 0.025 0.025
{Cloruro cobiltico {CoCla.6H0) (0.N2s5 0.025 0,025
FeNaBEDTA 50.0 0.0 | 50,0
Vitaminas WPM ]
Tiamina HCI 1.0 1.0 1.0
Acido nicotinico 0.5 0.5 0.5
Piridoxing 0.5 0.5 0.5
Alcohnles de axoear

Inusitol 130 100 | 100
Amiogdeido

Glicina 3 2 | 2
Acfcar

Glucosa 40000 | 40000 | 40000
Antioxidantes

Acido citrico - 30 -
Acido ascérbico - a0 -
(Carbon activado “ - 2500
Agargel S000 3000 5000
pH = 3.7

Fuente; Kyte (1987), adaptado por el autor,
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Con cads medio se probaron cinco concentraciones de la citoquinina bencil amino pwina
(BAP) de 8, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/l. En combinacion con éstes, se probaron también 3
concentraciones de la auxina acido indoleacético (AIA)de 0, 0,1 y 0.2 mg/] (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cowbinacienes de coocentrsciones (mg/l) de BAP y AXA para et
establecimiento de rosa winiatura iz viire, E1 Zamorano, Hooduras, 2000.

BAP o
| a1a 0 T o5 | 1.0 | 15 | 20
0 1 4 7 10 13
01 2 5 $ 11 14
0.2 3 5§ 9 12 15
" Numero 4 ¢ tratamicato

3.5.1 Preparaci6n del wedio.

Para la preparacion del medio se utilizo una solucion madre de macronukientes NiS
concentrada 10 veces (50 ml por lito de medio de cultivo}, una solucion madre de
micronuirientes MS coucentrada 1000 veces (1 ml por litro de medio de cultivo) y una
solucion madre de bierro (FeNaEDTA a 50 mg/T) concentrada 200 veces (Sml por litro de
medio de cullivo). Estas soluciones se agregaron de una en una a un beaker que contcnia
agua bidestilada ¥ sc mantuve en agitacion con el use de un plato agitador. Los
compuestos organicos se prepararon en soluciones madres diluidas de 1:1 (1 mI=Img de
producto) y se agfegaron de uno a uno a la mezcla.

En el caso del medio A, luego sc aford a un volumen de 3 litros y se ajusto el pH a 5.7
con el use de HCl y K@H. Se dividio en 15 partes ignales, de 200 ml cada una, para
agregarle las diferemtes concertaaciones de los reguladores de cresimiento scgun el
Cuadro 2. Seguidamente, se agregd el Agargel a cada uno de los 15 medios, y se
calension para que &te se disolviera. Una vez disuelto, se dispensaron en tubos de
ensayo de 25x150 mm a raz{n de 10 mi por tubo. Los rubos se identificaron previamente
con un numero Y se taparon cen tapomes de plastico claio. Se estenliamron en el autoclave
por veinte minutos a una presion de 15 psi y una temperatura de 120°C.

Al medio B, después de agreparle los compuestos orgnicos, se le agrego el dcido citrico
y ¢l dcido ascéibico. Luego se aford a un volumende 3 likos, sc le ajusto el pHa 5.7 y se
realizo el mismo procedimiento antes descrito para el medio A.

El medio C se aford a un veluwen de 3 litros, se ajusto el pH a 5.7 ¥ se dividio también
en 15 partes iguales. A cada una de estas partes, después de agregar los reguladores de
crecimiento espacificados, se les agrego el carbon activado y el Agargel, y se siguid el
procedimiento ya descrito.

£1 producto final fueron 45 tratamientos con 20 1ubos de ensayo por tratamiento.
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3.6 CRISTALERTA E IWWSTRUMENTOS

Toda la cristaleria e insttumentos se lavd con detergente, se enjuagé con agua de la [lave
v luego se enjuagd con agua bidestilada. La cristaleria se secé a una temperatuia
constante de 120°C en un horno por cuatro hoias. Los insttumentos se secaron al aire.
Todo la ciiswleria e instrumentos que s¢ utilizaron e¢n la cdmara de fujo laminar, como
platos peui, pinuas y mangos para bistun, se forraron con papel aluminio y despuséé con
papel waza. Esms paqueles se estealizaron cn el autociave por 20 minutos a una presion
de 15 psiy temperatura de 120°C.

3.7 SIEMBRA

Despues de la desinfeccidon quimica, los cxplantes se lievaron a la cimara de fujo
laminar donde se decumié la solucién desinfcctante en un besker. Los explantes se
enjuagaron wes veces con agua bidestlada estérl; cada enjuaguc o una duracion de
cinco minutos. Luego los cxplantes se extrajeron del enjuague final con el uso dec una
pinza larga previamente csterilizada y se colocaron ¢n un plato petri. A cada explante se
le cortd los extremos danados con el hipoclorito de sodio, haciende un corte recto con el
bisturi en el extweemo proximal y uno biselado un el exwrcmo distal, quedando un tamaiio
[inal de expiante de 0.7-0.8 mm. Inmediatamentc los explantes se pasaron a una solucion
antio.xidante preparada con 150 mg/l de 4cido cltrico y 100 mg/l de :cido ascarbico en [a
cual se dejaron sumergidos dursnte 10 minutos.

De la solucidn antioxidantc se pasaron a un plato pet previamente estetilisedo. Con el
uso de una pinzs larg, se tomaba cada explonte para scmbrar en cada tube de ensayo
teniendo el medio correspondiente. En cada tanda de explantes preparados sc sembraron
los 45 explantcs correspondientes a cada tratamierrto. Al momento de la sientbra sc
aseguraba la polaridad de los explantes scmbrandolos en posicién vertical de manera que
cl extremo proximal de coite recto quedard en contacto con cl medio de culavo. As{
mismo, al momento de introducir el explanic en el medio, se aseguré que la yema
estuviera en eomacto dirccte con el medio. Cada vex que sc abria un tubo ¥ antes de
taparlo, la boca se [lameaba con el uso de un mechero de alcohol. Una vez teiminada la
siembra, los tubos se sellaron con Parafilm, se marcaron con la fecha respectiva y se
pasaron &l cuarto de crecimiento.

Los insttumentos utilizados para la siembrs, pinva larga, pinza pequefa y' mango con
bisturi, micntras no se estaban usando se mantenian en un frasco con 70% de alcohol,

Antes de cada uso se flameshan en el mecbero y se enfiiaban sumergiéndolos en agua
fria bidestada cstéuil,

3.8 CUARTO BE CRECIMIENTO

Los 900 tubos de ensayo s@ mantuvieron ¢n ¢l cuarto de crecimiento, que se mantiene a
. . . e
una temperstura constznte de 23°C-25°C, una uradiancia de 36 pmolm™s ! y un
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{otopciiodo de 16 horos 1uz, utilizando tubos fluor:scentes del tipo blanco {rie para tal
fin. La estanterfa es de madera y los tubos de ensayo se ubicaron a 30 cm de la fuente de

he:.

3.9 VARIABLES ESTUUIADAS

L.os tubos de ensayo se comenzaron a revisar tres dias después de la siembra. Los datos
finales se tomaron 5 semanas después de la siembra. Las vanables que se estudiaron
fueron las siguientes;

[Dias a brotacion « la yema se considcra brotada cuando ésta desarrolla una pequerta
protuberancia (Anexo 2).

Dias a apertura de lamina foliar — la lamina [oliar se considera abierta cuando todos
los foliolos de la hoja compuesta estuvieran totalmente abiertos (Anexo 3).

Dif’erencia entre dias de apertura de lamina [oliar y dias a brotacion.

Numero de foliolos que se abrieron, al abrir la lamina foliar.

Vigor de los brotes (VB)-se hizo en base a una ¢scala de 1-3, siendo 3 losbrotes con
mayor vigor V' 1 los de menor vigor. Las catcgorias se ilustan el Anexo 4, El vigor se
evalud dos semanas durspués de la siembra y ol final

Contaminacion (C) - los tubos de ensayo que mesuraban algin tipo de contanunacion
se desechaban y se clasificaba el grady de coneminacién en una escala de 1-5. Las
categorias se ilustran en el Ane.xo 5.

Oxidacién (O) - los tubos que mostiaron un exudado calt se clasificaban en una
escala de 1-3, siendo cl grado 3 el gr1ado de mayor oxidacion y el grado 1 ningan
indicio de oxadacidn. Las caregorias Se ilustran en el Anexo 6. La oxidacion se evalug
dos semanas después de la siembra y al final,

Necrosis (IN) —todo tallo que mosirara tyjicle muerto se [e asignaba una escala de 1-3,
siendo 3 el grado de mayor necrosis y el 1, ningon indicio de necrosis. Las calegorias
se muestran en el Anexo 7. También esfa variable se evalué dos semanas después de
la siembia ¥ al final.

Formaacidn de callo - s¢ determiné si se presentd o no callo en los explantes (Ane.xo
§).

Vitrificacion — se determing st se presentd o no hiperhidratacion de tejidos de los
explantes (Anexo 6).

Numero de brotes — se contd el nimero de brotes presentes en la browcion de la
yema. Paraelanalisis ¢stadistico, se ajusté igualando todos los brotes a una calidad 3,
siendo los de calidad 2 equivalentes a 0.5 brotes y los de calidad 1, 2 0.3.

Largo de los brotes— al momento de la toms [iaal de datos, cada hrote se extajo del
tubo y se midis en milimctros el targo del brote principal.

Peso de los brotes — al extraer los brotes se cortaban al 1as del tallo y se pesé todo el
broie en eramos.

Calidad de los brotes — Se ju:zgé 1a calidad en base a una escala de 0-3, siendo 3 la
me jor calidad y cl O ninguna produccidn de brote.



3. 10 ANALISIS ESTABISTIC®

L.os tratamientos se orclenaron en un areglo factorial de 3x5x3 (medioxBAPXAJA) enun
disefio completo al azar no ortogonal o desbalanceado. L. es datos s¢ analiaaron utilizando
el programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS®) versién 6.2, por medio de
un andlisis de varianza.

Pars comparar los tratamientos, se realizo una transformacion de los datws obtenidos. La
transformacion a usar se detenning haciendo una relacion cntre la varfanza y Ia media de
cads varisble. Tas relaciones mayores que uno, se transformaron usando arcoseno. Las
relaciones menores qut uno se transformaron con rajz cvadrada mas raiz cuadrada mas
uno, por tener medias menores de 2 (Zar, 1984),

El andlisis de varianza se realizé para las vaniables wansfoimadas y no wansformadas,
pam determinar si la trans{ormacion tuvo ¢l efecto descado anmeniando la significancia y
ajuste del modelo.

La separacion de medias .se hizo para todas aquc|las variables dependientes cuyo modelo
tuviera una significancia menor o igual de 0.1 y un R? mayorde 0.2, Todas las variables
independientes que tuvieran un P(F) menor de 0.1 se compararon usando la diferencia
minima significativa,

Las variables no paramétricas, como ser presencia de callo y vitrilicacida, se amaljizaron
usando 12 prueba chi-cuedrado. Las vanables independientes analivzadas en cada caso
{ueron aquellas que la literatura mencionaba como influyentes cn cste aspecto, como ef
nivel de reguladores de crecimicnto ulilizade y la interaccion de éstos con ¢! medio de
crecimicento,

3.11 ANALISIS ECONOMIC®

El andlisis hecho fue sélo para los medios, pgra ast detcaninar el medio menos costoso
para fumros ensayos. Se deteimuiné el costo pur Irasemiento tomando en cuenta [os costos
comuncs y les difcrencialces, obteniendo a partir de éste, el costo por unidad de producto.

L.os costos de los tratamientos se evaluaron cstadisticamente con un anélisis de varianza y
lucgo una separacion de medias, para asi delerminar ] menor costo y su significancia
estadistica utilizando la dil crencia minima signiticativa para la separacién de medias.

Se obwuvieron Tos costos promedios por brotes producidos y el promedio de brotes
estiindares producidos. Con esta informacion, sc¢ hizo un andlisis de costos minimos v
marginales paia determioar el incremento de pricio por brote producido.

3.12 ESQUEMA GENERAL DE INVESTIGACION.

En la Figura 1 se muestra ¢l esquema general seguido dirante [2 investigacion.
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Figura 1. Esquema general de investigacion para ¢l estiblecimiento d¢ rosa miniatura in vitroe, El Zamorane, Henduras, 2000,
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4. RESULTADOS YDISCUSION

4.1 RESPUESTA FISIOLOGICA

Los resultados del andlisis de vananza {(Anexo 10) moswaron que las variables
dependientes: dias a brotacion, contawmivacién, largo y calidad no fireron estedisticamente
significativas. El efecto sobre éstas variables no fue dado por el tipo de medio de cultivo,
los cinco niveles de bencilaminoputina {BAP), los ires niveles de dcido indoleacético
{AIA}, ni las respeciivas interacciones entve estos factores.

La respuesta de las variableé dependientes: apcrmwz de lainina foliar, la dif erencia entre
aperturz de lamina foliar y dias a brotacién, el mimero de hojas al momcmrto de la apertura
foliar, el vigor y el nimero de brotes producidos, no fueron snficientemente determinadas
por las tre¢ vauables indepeodientes anteé mencionadas,

Todas estas vanables dependientes describen ¢l desarrollo del brote. Hubieron owos
factores no controlados que influyeron mas sobre la respuesta de €stas variables, {no de
éstos pudo ser el mateiial vegetal ntilizado. Segim Pieiik (1387}, el matesial vegemm! por si
mismo pucde influir en el crecimiento y desarrollo de los tejidos ir viire. La influencia
que éste ejerce se debe al genotipo, la edad de la planwe, la edad del érgano, el estado
fisiologieo del 6rgano, el estado saurtanio de la planta y las condiciones de crecimiento.

En este encayo, los factores que més pudieron influir sobre la baja determinacion de las
respuestas, fueron el genotipo, el estado sanijtario de la planta y las condiciones de
crecimiento. Esto se debi6é a quc se asnmi6é que las plantes usadas tenian un genotipo
uniforme porque las wes producen flores rosadas, determinando que son de un mismo
cultvar. Ademas, dos de estas plantas se encuentran al aire libre y una bajo invernadero,
lo que modifica su anibiente de ccocumento y los niveles de contminacion endogena.

George (1996) anata que la edad de las yemas de rosa y su posicion denwo de la plante
determing que tan exitoso es el establecimiento del cultivo 7 vicro. Ademas Bressan et al.
(19%2), demoswaron que la posicidén nodal de las yermas axilares de Rosa /iybrida afectn
marcadamente el crecimiento y el desarrollo de los brotes en el cultivo in virro.

4.1.1, Ovidacién

E] grado de oxidacion que se presenté en el eswblecimiento del cultivo se debio al efecto
del medio, el BAP, el AlA, la interaccién del medio con el BAP, del medio con ATA,



del BAP con el AJA, y la interaccion de estos tres tacteres. El efecto que {uvo el tipo de
medio sobre la oxidacién se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Efecto de tres tipos de medio de cnlfive (A: testigo; B: con dcido citrico v
4cido asedrbico; C: con carbdén activado) sobre la oxidacién en el ¢steblecimiento de
rosa miniatura in vizre, El Zamorano, Honduras, 2680.

Medio A Medio B Medio C P(F}
Oxidacién 1! 1.47°% 1.25° 1.03° 0.0001
Oxidacion 2* 1.86° 167" 1.12° 0.0001
' @xidacion toreada a las 2 semanas de la siembra con CV%=3385. +Prueba DMIS.

2@xidacion tomada z las 5 semanas de 1a siermbra con CV%=39.58.
IMedida en escala |3, siendo 1 ausencia de oxidacién.
L2\ fedies can igual leiry ep 1z misma Blg no difieren estadisticamente (P<4.1).

La mejor respuesta para reducir oxidacion se obtuvo, en ambos casos, con medio que
contiene carbén activado {medio C) para el centrol de oxddacion, seguido por el medio
que contiene acido citrico y ascdrbico (medio B). Con el medio sin ningin tipo de control
{medio A) pera la oxidacion se obtuvieron niveles més altos de oxidacidn, siendo las
diferencias de respuesta presentadas todas significativamcnte diferentes. También se
puede apreciar que [a oxidacion tiende a aumentar a las cinco semanas de la siembra.

La interaccion de los tres tipos de madios utilizdos y los cinco niveles de BAP,
prcsentaron respucstas significantes cn c! grade de oxidacion. El efecto de esw
interaccion se muestra en la Figura 2, Anexo 11.
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"Medida en escala 1.3, sieedo 1 ausexcia de oxidacion.

Figura 2. Efecto de la interaccién de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B:
con :Acido citrico y acido ascérbico; C: con carboénm acwvado) con cince niveles de
BAP (mg/1) sobre la oxidacidn a las des semanas de [a siembra en el establecimiento
de rosa miniatura iz vitro, El Zamorano, Honduras, 2600,
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L.a mejor respuesta se siguié dando cen el medic que contenta carbon activado como
control de oxidacidn, y con el medio sin ningin compuesto para controlar la oxidacion se
obtuvicron los peores indices de oxidacion. Se observo en todos los medios de cultive
que un nivel de BAP de 0.5-1.5 mg/], produce los me jores indices de respuesia de
oxidacion, [.es extremos d e las concentraciones usadas (0 y 2.0 mg/t) produjeron los
indices mas pobres de respuesta en presencia de los tres tipos de medio.

Los tres tipos de medio de cultivo utilizados en interaccion con los tres niveles de AYA

utilizados tarnbién produjeron diferencias significativas de respussta de la oxidacion
(Figura 3, Anexo 12).
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*Medida ea escala 1-3, sieads 1 ausencia de onidacion.

Figura 3. Efecto de la interaccién de tres tipss de medio de culivo {A: testigo; B:
con acido citrico y 4cido ascérbrico; C: con curbon activado) con tres niveles de AIA
{mg/}) sobre la oxidacién a Ias cinco semanas de la siembra en el establecimiento de
resa miniatura in vizro, E| Zamorans, Honduras, 2088.

Invariablemente, ¢l mejor centrol de laoxidacién lo dio el medio que contenfa catbon
activado. Mientras que la concenWacion de auxinas tuvo un efecto variade, pero por lo
general, a medida que aumenta la concentracion de la misma, se aumenta la oxidacion en
los tres tipos de medio de cultvo.

La efectividad del carbon activado para el contve!l de oxidacion se debe a que es capaz de
remover productos secundarios secretados por los tejidos cultivados (Dodds y Roberts,
1983). Segin George {1996), puede absoiber fenoles producidos cominmente en tejidos
heridos. La mezcla de 4cido citrico y acido ascérbico e tubién efectiva, pero a menor
grado. Eslo se puede deber a la incswbilidad del 4cide ascombico en el medio por ser
termolibil (Geoige, 1396), pero sigue siendo lo suficientemente ef ectivo en comparacion
al medio que no contenta ning/m tipo de compuesto antioxidante. El aumento de la



oxidacién a medida que avanza el cultivo se¢ debe a que la presencia dc suslancias
fendlicas muchas veces provoca que cl explante continué exudando, {eniendo asi mn
cfccto catalitico.

La tasa patural dc formacion de algunos compucstos tendlicos depende de la tasg de
crecimicnto de los tejidos cultivados. y de los niveles de citoquininas y auxinas utilizados
(George, 1996). Muchas veces las concentraciones alas de estos compuestos provocan
un aumene en Ja oxiducion de los tejidos cultivados. Las concentraciones ahas dc
auxinas, en especial, se asocian con una mayor iass de oxidacion (George, 1996), lo cual
se manifesté en el ensayo. Las citoquininas, hasta cierto punto, putden inhibir la
oxidacién de algimos compuestos, incluyendo la oxidacion del mismo AlA, reduciendo
asi la caotidad de iénoles producidos (Genrge, 1993). Esto explica que las
concentiaciones medias de BAP hayan sido las mis efectivas para el contol de la
oxidacidn,

1.1.2 Necrosis
La necrotizacién de sejidos se debid al tipo de medio utilizedo y a los niveles de AIA, Los

electos de los medios sobre 1a necrosis se mucstran en el Cuadro S,

Cuandro 5. Efecto de tres tipos de medio de cultivo (A: tesWgo; B: con :icido citrico ¥
acidu asedrbico: C: con curbdn acsvado) sobre la necrosis en el establecimiento de
rosa miniatura in vitre, Bl Zamorane, Honduras, 2000,

Medio A Medio B Medio C P(F)
Necrosis 11 1.86™ 1.78" ].23° 0.0001
Necrosis 2° 214 198" 1.44° 0.0001
Tiveerpsls tomada a las 2 semanos de la slembrz con CV%5=31.57. +Proeba DMS.

*Necrosts tomada a [as § semanas de [s siembm con CV%=28 .13,
Y3 iedida en escala 1-3, stendo 1 ausencia de necrosis.
¥ {edias con Truat letra en la misma fila oo difieren esiadisticamente (P<0.1).

Al igual que la oxadacion, la necrosis se vie me jor controlada por [a presencia de carbon
activado en el medio de crecimiento, seguido por el uso de acido ascOrbico y dcido
citrico. Las diferencias mostradas de respucsta al medio son significativamente
diferentes. También s¢ puede observar la tendewncia de la necrosis a aumentar a medida
que aumenma ia edad del cultive,

Independiente del efeclo del medio de culiivo, ¢l efecto que los tres niveles de AlA
uvieron sobre la necrosis se muestra en el Cuadro 6, mostrando respucstas similares a Ja
oxidacion.
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Cuudro 6. Efecto de tres niveles de ATA (mg/1) sebre la necrosis z [as dos semanas de

la siembra en el estabiecimiento de rosg miniaturs /7 visrg, £1 Zamorano, Honduras,
2004,

ATA {mgf) Necrosis' P(F}
0 158° 0.002
0.1 1.72°
02 1.56°
C\34=31.57 +Prueba DMS

~¥ Medias cea igual letra no difieren estedisticamente (P<0.1).
!NMedida en escala 1.3, slendo | ausencia de necrosis.

La mayor concentracion de AlA en el medio de crecimiento produjo la menor presencia
de necrotizacion de los icjidos. Los niveles mds altos de necrosis s¢ observaron con
concentaciones bajas de AJA, siendo las diferencias enre 0 mg/l y 0.1 mg/l no
significativas. Por lo que podemos asumir que esios niveles de A1A mostraron el mismo
grado denecrosis.

El etecto de los medios de crecimiento y los reguladores de crecimiento sobre la necrosis
aun no es muy claro, Las causas de 1a necrosis no han sido bien explicadas por ningin
autor; inclusive en rosa miniahira no se considera como un problema. Esto se puede
deber a que muchas veces su efecto sobre los tejidos es similar al de la oxidacign. La
neCrosis provoca en rosa Miniatura, punees de los explantes quemadas o cafés, &l ¥ como
st describe 1a oxidacién cn muchos textos. La dilerencia es que la necrosis no provoca
exudacion de compucstos al medio.

El efecto positivo del carbdn activado puede deherse a que éste, ademds de absorber
compuesto inhibisorios, proveca también ¢l obscurecimiento del medio, simulando ast las
condiciones tradicionales de las plantas (Pierik, 1987). Como en ¢l caso del ensayo, ésto
se pudo waducir a menos problemas relacionados con necrosis y oxidacién,

El efecto de las au.wnas es atn menos claro que el del catbdon acuivady, ya que ésas mis
bien provocao 1a divisién celular y su elongacion (CIAT, 199!). George (1993), apota
que ¢l awmento de las concenwaciones de ATA conlleva a una reduccién progresiva del
desarrollo de cloroplastos. $3sto puede ser una explicacion no tan acertada, ya que en el
caso de este estudio, el menor grado de necrosis s¢ dio con la mayor concentracion de
AlA, aunque el nivel intermedio provocd una mayor RCCrOSIS.

+.1.3 Peso promedio del brore por explante (PPB)

Muchas de las rcspuestas de las variables relacionadas con browcion no [ueren lo
suficientemente explicadas por el mndelo. Sin embargo, el peso promedio del brote
producido si se puede explicar por el tipo de medio de cultivo utilizado, los niveles de
BAP Yy AlA, y lainteraccién de los medios de cult:vo con los niveles de BAP y ALA,
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Los efeclos en la respuesta del PPB al medio de cullivo utilixado se mucstran en ¢l
Cuadro 7.

Cuadro 7. Efccto de tres tipes de medio de cultive (A: testigo; B: con :icido citrico y
dcido ascorbico: C: con carbdn activado) sobre el peso promedio (g) del brote por
cyplunte en el establecimicato de rasa miniatum {7 vitrg, E] Zamoraoo, Mondurasy,
2000,

WMedio PPR! P(F)
A 0.0996" 0.0001
B 0.1312"
C 0.0 41°
C\V%=04.5% +Prucba DMS

“¥\fedias con igual fera no dificrca esmdisticamente (P<0.1),
'Peso proreedio del brote (1) por explante.

La mcjor respuesta de peso a los tres tipos de medio se dio con el medio que contenia
dcido citrice y acido ascdrbico. Los pesos mas bajos se dieron en presencia de carbdn
activado, a pasar de que éste controla me jor la oxidacién.

I:! BAP juega un papel importante en el desarrolle de brotes adventicios, su efecto sobre
las ycmas dc rosa miniatura ¢n el establecimienio se muesuan en el Cuadro §.

Cuadro 8. Efecto de cinca niveles de BAP (mg/1) sabre el peso promedio (g) del brote
por expiante en el cstablecimieate d¢ rosa minlatura in wire, Bl Zamorano,
Nonduras, 2000,

BAP {mg/l) PPB' PR
0.0 0,0552° 0.0001
0.5 0.0943%
1.0 0.1181°
13 0.1052*
2.0 0.1186°
C\%=94.%1 +Prucha NS

¥ Mediz s con igual letia no difiefea estadisticamento (P<0,1).
Ipese promediv dul brote (@) por explante.

Indepcadicnte del medio de cultivo que se utilice, un nivel ajto de BAP pana el caso de
rosa minianma, de entre 1.0-2.0 mg/fl producc las mejores respuestas de PPB. Los pesos
mas pobres se obtuvieron con la ne-inclusion de BAP al medio de cultivo, siendo ests
difercncia significativa con el resto delas concentraciones probadas.

] AlA también juega un papel importante en ¢l eswblecimiento de rosa miniatura in
viiro. La respuesta de] PPB a la presencia de este regulador de crecimiento se muesira en
el Cuadro 9.



Cuadro 9. Efecto de tres niveles de AIA {mg/!) sebre el peso promedio {g) del brote
por explamte em el establecimiento de rosa miniatura in vifro, Ef Zamorano,

¥Xonduras, 2000.

AJA {mg/h) peB! P(F}
0.0 0.1192° 0.0004
0.1 0.0949%
0.2 0.0808°
CVe4—94 81 +Prucka DNS

*» Medias cen igual Ietra no difieren estadisticamente (P<0.1).
'Peso promedio dct brote (g) por explante.

El agregar AIA al medio de cultivo para ros2 miniatura, provoca una disminucién del
PPB; conwario a todas las recomendaciones de agregar este regulador para mejorar la
iniciacién del cultivo in vitro. La interacci#n de los miveles de auxina con los lipos de
medio sigue teniendo la misma respucsta, ¥ su cfecto es tan marado que el medio tipo A
es igual al medio B cuando no se usa este regulador de cracimiento, como lo mucstra la

Figura 4, Anexo 13.
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Figura 4. Efecto de la interaccién de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B:
con #cido citrico y dcido ascérbico; C: con carbén activado) con tres niveles de ATA
{mgjl} sobre el peso promedio (&) del brote por explante en ¢l esseblecimiento de
rosa miniatura 12 virro, £1 Zamovano, ¥onduras, 2000,

I.a mejor combinacidn para obtener los mejores PPB es el use del medio B con 0 mg/t de
AlA, siendo cstadissicamente diferentes a tedos los owos niveles, Este peso esel mejor de
los tratamientos ¥ combinaciones probadas para esta variable. El medio C siguis

v

demoswrando su inefectividad con los tres niveles de ALA.



30

La interaccion de los tres r.pos de medio de cultivo cen los cinco niveles de BAP muestra
una respueéiz similar a la ya meswrada con los cfectos simples de estas variables. Como
muesira la Figama 5, Anexo 14, el medio B produce atvn una mcjora en ¢l PPB al
combinarlo con niveles altos de BAP. El no agregarle BAP a este medio provoca que su
respucsta en el PPB se ignale a la combinacién de medio y nivel de AIA que dieron las
respueswas mas bajas sobre el PPB. En gcneral, se ve como la no-inclusion del BAP al
medio de cultivo afecta reduciendo Ia respuesta del PPB entodo los medios de cultivo,
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Figura 3. Efecto de )9 intersccién de tres tipos de medio de cultive (A: testigo; B:
con acido citrico y icidu sscorbico; C: con carbén sctivado) con cinco nivcles de
BAP (mg/l) sobre el peso promedio (g) del brote por explante en ¢l &xiablecimiento
de rosa miniatura /it virro, El Zamorano, Hoadurus, 2000,

Al provocar ¢l medio C el menor grado de oxidacien, se esperd que su influencia positiva
en éste aspecto se ven reflejado en los aspectos productives del brote. En el caso
particular de este ¢ensayg, el medio C disminuyn maés bien las respuestas de PPB, Seglin
George (1993), los efectos benéfices del carbén actvado dependen en su habilidad para
absorber un amplio rango de compuesto. El proble'ma es que no sélo absurbe sustancias
inhibitorias de crecimiento, sino que ademds pucdc absorber algunos promotores de
crecimieuto e inclusive regular la cantidad disponible de cierlos reguladores de
crecimiento (Dodds y Roberts, 1985). Segin Kjyte {1987), ¢l carbén activado muy
posiblemente absorba ciloquininas haciéndolas no disponibles para el cultivo ¥
provocando asi rcsultado impredecibles, llegando hasta a inhibir el crecimiento y la
mor{ ogénesis.

El efeclo del medio B sobre la mejora en respuesta del PPB sc debe a su efecto
antioxidame Ademads, George (1996) indica que el dcido citrico agregado al medio de
cultivo puede actuar como buffer y como nutriente, lo que pudo haber ¢jercido un efecto
positivo sobre l1a respuesta del PPB y resultandn ser el mejor medio para obtener uny
respueste favorable,
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Las citoquiniaas juegan un papel importantc en [a brotacién de yemas de rosa miniatura
durante su eswblecimiento, El efccto de las citoquininas es mas notable en el estimulo de
la division celnlar y control de morfogénesis, por lo que son efectivas para promover la
iniciacion direc® en los brotes {Georgre, 1993). Esto se demostré claramente en este
cnsayo al tener el BAI” un efecto positivo en los aumentos de pesos de los brotes
producidos,

El BAP puede tambicn tener up efecto posilivo sobee 1a produccién de browes multdples.
Hasegawa (1980), demostré que el gtado de formacion de brotes multiples de la rosa
‘Improved Blaz.e” in viiro puede ser rcgulado principalmenic con la adicion de
citoquinina, siendo la mis efectiva el BAP. Scgiin George (1993), el establecimiento y
proliferacion de brotes pucde muchas veces ser salisf acloriamenle promovido $6lo por las
citoquininas. Esto se demostré en el ensayo, ya que ¢l uso de auxinas sin eitogwninas al
medio no se hizo necesario para obtener un brotc de mayor peso.

Segin Pienk (1957), ¢sto se debe a que existen explantes que pruducen suficieme
cantidad de au~dnas, por lo que no necesitan una cantidad adicional paa conseguir la
extension y/o division dc tejidos. La rosa miniatura se compoita de csta forma. Ademas,
George (1993) apunta que el AlA se desnatunaliz.a en el medio de cultivo y que el inicio
de los brotes se 44 a medida qQue se reduce la concentracion efcctiva de estc regulador.

Segtn Picrik (1987), las auxinas a altas concentiaciones producen la inhibicion de
véstagos axalares y adventicios. Estimulan en su lugar la formacién de callo que roba
nutrimectos al brote pa su mejor desarrollo.

Como se demostré en cste ensayo, George (1993) demosar6 igualmente que la adicion de
auxinas, a medio de establecimiento con eitoquinina.s, fue innecesaria cn la iniciacion de
muchos cultivos. La rosa miniatura aparentemente no responde positivamente a la adicion
de AIA en la primera etapa. Se corrobord la idea de que una relacion citoquinina-au,xina
alia es necesana para la induccion dirccta de brotes en los cxplantes (Kytc, 1987). La
comparacion de las Figuras 4 y 3 demuestran que el efecto independiente del BAP sobre
¢l PPB es més impoitante que el del ALA en rosa miniatura, ya que el medio B sin ALA
result6 el mejorensu clase y el medio B sin BAP rcsulid con el PPB mis bajo.

4.1.4 Callo

La presencia de callo sc analiz6 en base a loz factores mds influyentes en el mismo que
son: los niveles de ALA y laintevaocion de €stos niveles conlos niveles de BAP, y el ipo
dc medio de culivo utilizado. La influencia de lns tres niveles de AIA sobre [a foomacion
0 no de callo se muesuan ¢n ¢l Cuadro 10, Estos resultados demuestran que el aumenio
de la concentracion de auxinas, aumenta la presencia del callo en ¢! desamollo del
cxplantc, La mayor incidencia de callo se dio al nivel mas alto de ATA, y el més hajo,
cuando no se agrego AlA al medio de crecimiento.
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Las suxinas se agregan a los medios en concentmcioncs altas para la formacién de callo
(Picrik, 198 ). Para este ensayo no se requeria Ja formacion de callo, ya que Ia bromcion
se cspera que sea directamente de [a ycma para rosa miniatura, Esta 'ommacién de callo
puede jugar un pupe] importante en la variable dependiente de peso, ya que la energia
destinada a la foanacion del brote iene que ser redireccionada a la fotmacion de callo,
rcsulmado en un brote mds pequefio y raquitico,

Cuadro 18. Efecto de tres niveles de AL (mg/l) sobre [ presencia de callo (%) en el
establecimiento de rosa miniaturz irnvitro. Bl Zemoruzno, Honduras, 20600.

AIA {mg/T) 0 01 0.2 P
Presencia de callo %o 0.001
Si 17.39 (32/184)" 4171 (83/199)  47.03 (95/202)
Nn 52.61 (152/184)  3B20(0015/199) 5297 (10202
T{'y Frecuenciz de incideticia de callo, “+Prueba Chi-cuadrado

La forma cn la que los niveles de ALA interactuan con los tres tipos de medio de cultivo
st muesiran en el Cuadro 11, Esta intcraccion es importante porque la diferenciu de
compuestes del medio puede afectar 1a respuesta del cxplantc a la presencia de ATA.

Cuadro 11. Efecto de la interacejdn de tres niveles de ALA {mg/!) con tres tipos de
medio de cultivo (A: wstigo; B: con dcido eftrico y dcide ascérbico; C: con carbéu
activado) sobre la presencia de callo (34) en cl establecimieato de rosa miaaatura fn
vitrg, .l Zamorano. Honduras, 2000,

Presencia de callo (%)

Medio . AlA (mifl) S No P
A 0.0 Zi.liﬂﬁﬂl]l 78.87(56/71) 0.001
A 0.1 69.23 (45/65) 30.77 (20/65)

A 0.2 71.43 (55177) 28.57 (22177)
B 0.0 25.86 (15/58) 74,14 (43/5%)
B 0.1 53.13 (34/64) 46.88 (30/64)
B 0.2 51.47 (35/68) 48.33 (33/68)
C 0.0 3.64 (2/55) 96,36 (53/55)
C 0.1 5.71 f4/70) 94.29 (66/70)
. 0.2 877 (5457} 91.23 (3245
V¢ \ Frecuencia de fncidencin de callg, +Prueby Chi-cuzdrado

Bl medio C en general, presentd los mejures controles para formacion de callo, sicndo el
aumcnto de incidencia con relacion al aumento de AIA no muy dristico como en el
medio A vy B; siendo el medio A conrelacidn a los niveles de AlA, el més deficiente para
controlar la formacidn de callo. Una concentracion de 0.2 mg/l de AlA, ya rcsulta alta
para el csmblecimiento de rosa miniatura, provocando la formacidn no requerida de callo.
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E! ¢fecto del tipo de medio de cuhivo en la mejora de la presencia de callo es notable. El
uso de carbgn activado reduce drasticamentt la presencia de callo, por su habilidad de
absorber compucsies del medio, como reguladores, regulando asi la actividad del AIA en
su fonnacion de callo,

4.1.5 Vitrifisacion
La hiperhidratacion de te jidos ¢s un proceso dilicil de conwolar e impredecible. En este

cnsayo se presenté la vitrificacion més relacienada a los aumenlos d¢ BAP, como se
muesikra en el Cuadro 12,

Cuadro 12. Efecto de cinco niveles de BAP (mg/l) sobre ka vitrificacion (%) ea el
estrblecimiento de rose miniatura in vifro. El Zamorano, Hondurns, 2000,

Vitnficacion (%)

BAP {mg/l) 51 No P
0.0 2.56 (S.I’ll'f]' 97.44(114/17) 0.001
0.5 23,73 (28/118) 76,27 (90/118)
1.0 24.75 (25/101) 75.25{76/101)
1.5 31.45(39/124) 68.55 (85/124)
2.0 30.23 {39/129} 69.77 (20{129)
() Frecuencia de incidencia de vitrificacion, +Prueba Chi-ciadrado

El aumento progresivo dc los nivcles de BAP, aumentan la presencia de vitrificacion,
pero ésto se da hasfa llegar a un nivel de 1.5 mgf de BAP. Una concentracién mayor
mucstra un descenso ¢n la vitiificacion, El medio que se combine puede afcctar estas
respuestas, como sc muestra en el Cuadro 13, El usc de carbon activado reduce el efecto
dcl BAP en provocar [a hiperhidratacion de tcjidos.

La dnica presencia de vittificacionen el medio C se dio conniveles de 0.5 y 2.0 mg/1 de
BAP. Ademss, en presencia dc casbén activade en el medio de cultivo, la disminucion de
vitrificacion se dip &« medida quc disminuyen los nivcles de BAP, y no a medida que
aumen3an los niveles, como se observo con ¢l ¢fecto simple del BAP independicnte del
medio que se utilizd. A excepcion del medio C, todos los medios gue se estudiaron
aumenten la respuesta de vitriticacion a medida Que aumentan los niveles de BAP,
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Cuadre 13. Efecto de lu interaccion de cinco niveles de BAP (me/1) con tres tipos de
medio de cultivo {A: testigo: B: con :icido cilrico-y idcido ascdrbico: C: con carbdn
aetivado) sabre la vitrlticacién (%) ¢n el establecimiento de rosa miniatlury in Vvizvo,
El Zumoruno, Hondaras, 2000.

Vitrificacion {%6)

Mediu BAP (mg/l) S No P
A n.o 4.4 (2445 95.56 {13/43) 0.001
A 0.5 35.71 {15£42) 64.29 [27/47)

A 1.0 24,39 (10/41) 75.61 (31/41}
A 13 5111 (23/45) 48,89 (22/45)
A 2.0 39.53 (17/43) 60,47 (26/43}
B 0.0 2.50 (1/40) 97.50 (39/40)
B 0.5 34.29 {13135} 65.71 {23/135)
B 1.0 50.00 (15/30) 50.00 (15/30)
B 1.5 41,03 (16/39) $8.97 (33/39)
B 2.0 44.58 {21147) 55.32 (26M7)
C 0.0 0.00 (0732 100 (32/32)

C 0.5 2.44 (1741) 97.56 (40/41}
O 1.0 0.00 (0/30) 100 (30/30)

C 1.5 0.00 (0/40) 100 {30/40)

C 2.0 2.36 (1/39) 9744 (38/39)

*{) Frecucncia de incidencia de vitrificacion, +Prueba Chi-cundrada

La vinificacion esm bajo la influencia de altas tasas de citoquininas (George, 1993). A
estes alwas tasas de citoguinioas, los brotes muestran una mayor suseeptibilidad a la
viuificacion, Para el esablecimiento de rosa miniatug, eva suscepribilidad se observd cn
mayor praporcién a niveles de 1.0-1.5mg/l de BAP.

La vixificacién tanbién esta determinada por la candMdad de solutos en el madio
(Pienik,1987). A mayor cantidad de solutos, menor vitstficacion por el potencial osmético
del mismo. El carbon activado aumcnta la cantdad de solutos, reduciendo asi la
vitrificacion. Ademés, como ya se habja mencionado, tiene la capacidad de reducir la
cantidad disponible de reguladores de crecimients vn el medio (Kyte, 1987) lo que reduce
el efecto que éstos puedan prescatar sobre el porcentaje de viuificacién.

Si consideramos s9l0 la vitrificacion, se podria inferir Que para el establecimicnto de rosa
miniafura s¢ hace favorable cl use de carbén activado. Pero tomando en cuenta el factor
productivo de pese, este compuesto no compensa su efecto positivo por la disminucién

que provoca en el efecto que tiene de absorber nutrimentos del medio, incluyendo los
reguladores de crecimiento,



4.2 ANALISIS ECONOMTCO

4.2.1 Determinacitén de costos.

La determinacion de costos se hizo para cada 200 ml de medio que se usé por
tratamiento. Los costos comunes se caicularon en base a la cantdad de solucion madre
utilizads. El tipo de agemc para controlar la oxidacidn y las concentraciones de BAP y
AlA unlimdas, represenian los costos diferenciales. Los costos totales por tasemiento se

muestran eu el Anexo 18,

Los costos por unidad de producto se calcularon en base a la cantidad de brotes
estindares producidos ¢n cada tratamiento ¢n relacion a los costos de cada tratamicento,
Los costos por trammiento y por unidad de producto se muestran en el Cusdro 14,

Cuadre 14. Costo por medio de cultivo » por brote estindar producido en el
csweblecimiento de rosa miniatura 2 vitro. B! Zamorano, Monduras,2000-

. |- Costo por No. Brote Costo por Brote
Medio | BAP (mg/l) | AlA (mg/l) Medio {{)]SSI} Estandares | Estindar (US$}
A 0 0 0.3507 6.1 0.06
A 0 0.} 0.3509 4.0 0.0%
A 0 0.2 0.3512 6.8 0.05
A 0.5 0 0.35.18 6.8 0.05
A 0.3 0.1 0.3551 12.0 0.03
A 0.5 0.2 0.3553 5.3 0.07
A 1.0 0 0.3590 10.0 0.04
A 1.0 0.1 0.3592 7.8 0.05
A 1.0 0.2 0.3595 10.1 0.04
A 1.5 0.0 0.3631 14.5 0.03
A 1.5 0.1 0.3634 4.6 0.08
A 1.5 0.2 0.3636 4.6 0.08
A 2.0 0.0 0.3673 13.1 0.03
A 20 0.1 0.3675 14,7 0.03
A 2.0 02 0.3678 84 0.04
B 0 0.0 0.3816 26 0.15
B 0 0.1 0.3818 53 0.07
B 0 0.2 0.3821] 53 0.07
B 0.5 0.0 0.3857 12,6 0.03
B 0.5 0.1 0.3860 16.8 0.02
B 0.5 0.3 0.3862 6.8 0.06
B 1.0 0.0 0.3899 10.6 0.0+
B 1.0 0.1 0.3901 9.8 0.04
B 1.0 0.2 0.3904 9.6 0.04
B 1.5 0.0 0.3940 15.3 0.03
B 1.5 0.1 0.3943 9.4 0.04
B 1.5 0.2 0.3945 6.1 0.06
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Seusdro 14 continuada.

Medie | BAP (mo/) | ATA {mgfl) Cuosto por Wo. Brotes | Costo pur Brote
Medio (U58) | Estindares | Estindar {USE)
B 2.0 0.0 0.3952 17.0 0,02
B 2.0 0.1 0.3934 20.3 (.02
B 2.0 0.2 0.3987 17.5 0.02
C 0 0.0 0.7354 2.7 0.27
C 0 0.1 0.7337 75 0.10
C 0 0.2 0.7359 24 0.31
C 0.5 0.0 0.7396 8.3 0.09
C 0.5 0.1 0.7398 39 0.19
C 0.5 0.2 0.7401 58 0.13
C 1.0 0.0 0.7437 0.9 0.83
C 1.0 0.1 0.7440 4.4 0.17
C 1.0 0.2 0.7442 2.8 0.27
C 1.3 0.0 0.7479 S. 0.13
cC 1.5 0.1 0.7481 7.8 0.10
C 1.3 0.2 0.7484 4.5 0.17
C 2.0 0.0 0.7520 33 0.23
C 2.0 0.1 0.7523 5.3 0.14
C 2.0 0.2 0.7525 1.6 0.15

Los costos més altos por tratamiento fueron Jo que Jlcvaban carbon activado (medio C), y
los de menores costos fueron aquellos que no llevaban ningldn compuesto pary conwrolar
oxidacion (medio A). A medida que Se aumentan las concentiaciones de reguladores, se
aumentan los costos de los medio de culivo,

Los costos mis bajos por brote estandar producido fueron los del medio conteniendo
dcido citrico ¥y 4cido ascorbico como ansoxidantes, y con 2.0mg/l de BAP, en los tres
niveies de AlA utiliaados. Aunque ¢ costo de este medio incrementa con el incremento
dc ALA, aumenia ambién el nimero de brotes esmndares producidos, reducicndo asi el
costo para producir cada uno de ¢stos. Este medio, o pcrmitid una mayor produccion de
brotes adventicios por la alta tasa dv ciloguinina utilizada, o mejor6 la calidad de los
brotes producides en comparacion a los otros tratamientaos.

4.2.2 Evaluacidn estadistica d e cestes.

La evaluacion eswdisticy de costos se realizé sobre los costos promedios de cada
traseviento. Este valor difiere del costo por brote porque en ¢l costo promedio por
tratamiento solo los explanies que produjeron brotes de calidad se consideraron. Todos
los explantts que no produjeron un brote, o produjeron un brote de calidad 0 no fueron
considcrados, clevando ast el costo promedio. Los costos fueron absorbidos por los brotes
de calidad 1-3.
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El resultado del andlisis cstadistico se muestra en ¢l Anexo [6. Los mayores costos
promedios estdn asociados con el uto de carbén activado, ya que la adicién de éste al
medio aumcen®a los costos que no se ve uaducide en una mayor produccion de brotes
estandarcs. Aunque no todos los costos promedios del medio C son los estadlsticarnente
inferiores, todos estos se agrupan entre los costos més elevados de medio de cultivo.

Los medios que presentaron menores costos, aunque sin diferencias sismificativas, se
asocian con los medios A y B, mas Gue 1odo con el B y con el nivel de 0 mg/l de ALA. El
nivel de cituquinina no tuvo un efecto tan marcado sobre los costos promedios,

En gceneral, se puedc establecer que paia el establccimiento de rosa minatura invitro, el
medio B con Oma/l de AlA genera los me jores resultados econémicos, en cuanio a costo
promedio se refiere,

4.2.3 Evuluucién Econémica: productividad maxima y cesto minimo

La evaluacién ccondomica se realizé conwastando el promedio de brotcs wstandares
producidus pOr tratamiento conwra el costo promedio por brote eswndar. Los costos
margnales permiten evaluar los aumentos de los costos al aumentar produccién,
csperandose un aumento de costo por awmento de produccion, Para este andlisis se
eliminaron todos aquellos T@amicnlos cuyo costo fue supenior al costo minimo pata
producir la misTona o mayor cantidad de brotes, a los que se l¢s llama dominados.
Quadando s6lo los dominantes para el andiisis dc costos marginales, En el Anexo 17 se
musetran los costos dominados y los dominantes.

Los costos dominantes del andlisis de costos minimos nos genesan s6lo dos costos
dominantes. La diferencia en produccion de estos costos es dc 90°4, cou una diferencia en
costos de tan solo 16%. En este aumento de costo se ve mas que todo involucrado un
aumento de uso de rvguladores de crecimiento, pero su uso se ve traducido muy
favorablemente en la produccién. Un aumento relativamente bajo de costos, nos da
aumentes baswaute altos de produccion. La diferencia entre estos dos trdamienios no es
significativa, por lo que un analisis marginal no es vilido.
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5. CONCLUSIONES

El carbdn act'vado vn ¢l establccimiento de rosa mintatura controla bicn la oxidacion
y lanecrosis, pero reduce los pesos de los brotes producidos.

El uso de 4cido citrico y dcido ascorbico es efectivo en cl control de oxidacién en el
cstablecimiento de rnsa miniarura, ¥ ademés favorable, por el aumento de peso
observados en los brotes.

L.a adicién absoluta de &cido indoleacético (AlA) sin una citoquinina presente, para el
establecimiento de rosa miniatura no es necesario perque no produce una brotacion
favorable de lss yemas y en una dosis alta de 0.2 mg/l produce callo, que es
indeseable en este m({todo de micropropagacion,

La bencilaminepurina (BAP) debe utilizarse en una desis de 1.2 mg/l en el medio de
cstablccimiento de rosa miniamra, ya que a estas dosis da un buen peso del brete
preducido y la oxidacitn a estos niveles es aceptable.

Agrocconemicamente, para el cstablecimivnto dc rosa mimatura, un mecdio que
incluya dcido cimico y ascorbico, un nivel dc BAP de 2.¢ mg/l y 0 mg/l de AIA da
resultados favorables: Este medio da buenas respucstas de Jos brotes a costos baswmnte
bajos, en especial en términos de brotes producidos.

Para el eswablecimiento de rosa miniatwuz /n Vitre se hace necesatio controlar factores
como laprocedencia del material vegetal y el genoxpo usiizado,

Trabajar con material waido directamente del campo ¢s un proceso delicado que
consume mucho ticmpo y mane de obra, ya que este material viene con niveles de
contaminacion demasiades elev:ados, lo que dificulta el establecimiente del cultivo in
vitro. De preferencia, ¢ matertal deberd proceder de un invernadero, en ¢l cual tanto
el ambieme como la sanidad de la plania estén bien conwolados. Si sc tiene que
trabajar con material trafdo del campo, éste debe sujetarse 2 un manejo rigiroso de
sunidad.



6. RECOMENBACIONES

Utilizar matetial vegetel de una misma procedencia para [uturus ensayos de rosa
miniatura,

Aumentar la cantidad de material vegetal disponible como plantecién madre en el
imvemadero de rusa miniatura.

Probar las dosis recomendadas de los diferentes compuestos para determinar si éswas
no tienen un efecto detrimentel cn las etapas siguientes del cultivo.

Utiliaar dif ewentes tipos de auxinas para determinar si aiguna otra e efectiva en el
establecimiento de rusa miniatura, ya quc el AIA se considera la auxina miis débil e
inestable,

Al preparar el medio de cultivo, asegutar una buena dismbucién de particuias, en
especial de carbon activado que tiende a ascntarse en ¢l fondo del tubo.

La etapa de establecimiento deberia llevarse a cabo por cuatro semanas, en lugar de
cinco. A las cinco secmanas comienzan a mosirarse deficiencias que indican la
necesitdad de pasar el material a un medio fresco.



8. ANEXOS

Anexo 1. Segmento nedal para el establecimieat® de rosa miniatura i vitrp, El
Zaworano, Monduras, 2060.
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Anexu 2, Yema brotada en e! establecelmiento de rosa miaisttura i vitro, EI

Zumorano, Hondvras, 20000,
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Anexe 3. Lamina foliar abierta en el essmblecimiente de resa miniatura in vitro, El
Zamorano, Hondoras, 2000,
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Anexo 4. Categorias de vigor en el establecimiecto de resa mintatura in vitre, El
Zamorano, ®onduras, 2000.

\-;;.\L_??___*_“ .

E
et

Categorias de vigor: {a) vigor [ (b) vigor 2; (¢} vigor 3,
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Anexs 6, Categorfas de oxidacifn en el estabiecimiento d e rosa winiatura in viiro, €l
Zameraue, Honduras, 2000.

Cartegorias de oxidacion: {a) oxidacion 1; {b) oxidacion 2; (¢) oxidacion 3.
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Anexo 7. Categorius (e necrosis cn ¢l estableccimicnto de rosa minfutura in vitre, 1
Zutmorano, Honduras, 2001,

-

Culcgorias de necrosis: (a) necrosis 1; (b) necrosis 2; (¢) necrosis 3.
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Anexe 8. [Presencie de callo en el estulbilecimiento de rosa miaintura i vitrg, T
Zuamorani, llenduras, 2000.




Auexe 9. Presevocia de vitrificacién en cl ¢Stahlecimiento de rosa miniatura in virro,
El Zamorano, Honduras, 2000,
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Anexo 10, Ansilisis e Yarianzayg de las variables estudiadas en ¢l establecimicnto <le rosa wiviatura /a vitro, El

Zamorano, Honduras, 2000.

Fuente de vioriacidn

Dias g heolpeitn (THR)

|_Apertura laming folinr (ALF)

Dilerencig (ALE-DB)

GL CM" P{F) GL CM "F) GL CM, P(F)

Media 2 127.52 | 01688 2 122109 | 0.0009 2 050,87 | 0.0002
BAP 4 9930 0, 1408 4 536,50 | 0.0057 4 51690 | 0.0010
ALA 2 60,49 {3484 2 67.73 0.676] 2 36.95 0,7156
Medio* BAP 8 54,24 0.4768 § 30310 | 0.0841 2 248.38 | 0.0227
Medig* ALA 4 046 0,9560) 4 22096 | 0,2579 4 158.08 | 0.2218
BAP*ALA 8 49.71 (0.5433 8 21551 | 0.2701 8 130,57 | 0.3069%
Medio* BAP*¥ALA 16 49.65 (.6082 16 12237 | 07879 16 77.68 0.7913
Madelo

P(F) 0.6019 0.0058 0.0004

CME® 57.28 173,04 110,33

R* 0.0608 01168 0.1336

CV% 76.6663 116.24 127.13

*Grados de Jibenad
*Cusdrado medin
‘Cuadrade medio del ermar

1¢



WAnexo 10 continnado,

Fuente de varfacidn Ng. de hojas Vigor 1 Vigor 1 Contaminaciin
G vl P{1) G Civ (I Civl B{I") G M B{15

Mudio 2 591 | 0.1824 2 {12 0.7085 2 4.10 0.0063 2 2,39 0.1991
BAP 4 12,29 | 0.0073 4 {0.50 (167 4 1,20 0, 2008 4 3.53 0.0316
AlA 2 1548 | Q122 1 2 1.19 (L0320 2 251 0.0443 2 1.58 0.3434
Medio*BAP 8 5.66 | D149 3 0.73 {.0328 B 1.59 £.0463 8 1.41 0.4685
Medio* ALA 4 599 | 01442 d D21 {.6561 4 .46 0.6841 4 1 2,01 0.2460
BAP*ATA 3 1.97 | 0.8055 g 0.50 0.1771 8 079 1 Dd4488 8 1,29 0.5367
Medip*BAP*ATA 16 546 | 00731 16 {158 00388 | 16 1.10 | 0.1457 16 [.62 3528
Mogdelo

P{F) 00018 {.0104 G.0077 0.1625

CME 3.49 0.34 {.80 1,48
R 0.1246 0.1085 0.1165 0.0596

VY 144 01 40,737 48.620 65.846
Fuenle de variacian {)xigacidn 1 Chadacion 2 Necrasis | Necrasiy 2
| P{ GL M P GL CM P & Ul P

Medio 11,20 | 0.000] 2 20.91 0.0001 2 4.10 0.000] 2 2.39 0.0001
BAP 4 0.60 | 00142 4 (.35 05581 i 1,20 0.5587 4 3.93 0.8186
AlA 2 .00 | 0.9864 2 1.93 0.004°7 2 2,51 0.0024 2 1.58 0.1922
Mcedio*BAP 8 0.48 | 0.0136 8 (.48 0.2983 § 1,59 00,7831 g I,41 0,9792
Medio* ATA 4 0.05 | 0.9031 4 (.77 0.0846 4 {).46 0.1724 4 2.01 (1,2286
BAP*ALA 8 0.13 | 0.7058 3 0.71 0.0846 3 0,79 {1,7033 3 1,29 0.7401
Medio*BAP*ATA 16 028 | 01153 | 16 0.60 0.0895 16 .10 0.7902 6 1.62 0.8060
Muodela

P(F) 0.0001] 0.0001 0.000] 0.0001

ChIE 0.[9 .39 (.27 0.28

R* [.2222 .3316 (.26358 00,2959

CY% 33.853 39.576 31,566 28.133




Lanexe 10 contingado,

Fuenle de variaein i de brotes Largo del brate por Pesu del brote por Calidad
cyplante cxplante

GL Civ P | GL M P} GL Ch () GL CM LS
Mediy 2 24.46 1 00001 2 42,82 1 04679 | 2 0.20 | 0.0001 2 255 | 0.1368
BAP 1 8.9%5 | 0.0001 4 63.51 | 0.3423 4 Q.08 | D.0001 4 0.95 | 0.6434
AlA 2 379 1 00140 5 2 170.69 | 0.0491 2 0.07 | _0.0004 2 3.11 0.1297
Medio*BAP 8 258 1 00104 | R 49.84 | 05236 3 Q.02 | 0.00a2 3 .85 10,2831
Medio® ATA 4 LIS | 04082 | 4 2330 | 07988 | 4 0.02 | 0.0306 4 0.77 | 0.7306
BAP*ATA 8 0,56 | 04467 | 8 54.52 | 0.4393 b {.0§ 0,2000 3 0.87 | 0.7988
Medio*BAPTAIA 16 064 | 045304 16 5807 | 04210 ] 16 {1.01 03513 | 16 231 {.0860
Modelo
ME) {1.0001 (4823 0.0001 0.2881
CMIE (.44 36.30 0.008 1,32
R* {1,1203 (L7530 00,2228 _ 1.0835
TV 48,104 £5.213 94.814 101,369




Aaexo 11. Efecto de Ia interaccidn de tres tipos de medio de cultivo {A: testigo; B:
con dcido ¢ftrico v deido ascorbico; C: con carbdn acwivado)con cinco niveles de
BAP (mg/l) sobre 18 oxidacidn. & Tas dos semanag de [a siembra cn ¢l estabiecimiento
de rosu miniatury i vifre, El Zamorano, Honduras, 2000.

Medio BAP (mg/l} Oxidacidn’ PR}
A 0.0 1.74"
A 0.3 1.31%
A 1.0 1. 44%
A 1.5 1445
A 2.0 1.62°
B 0.0 1.24°
B .5 1.19™
[ 1.0 1,52 0.013
B 1.5 1.26°
B 2.0 1 46™
C 0.0 1.03*
¢ 0.5 1.02°
C 1.0 1.00°
& 1.5 1,00°
8! 2.0 1,07

CyV%%=33 85 +Prueba DLIS

<P N edias con Temal leted no difieren <stadisticamente (P<0. 1),

3tedida en escalz 1.3, sienda 1 suseucia de onidacion.

Ancxo 12. Efecto de lu interaccidn de tres tipos de medio de cultivo(A: testigo; B:
con dcido eftrico y Scido aschrhico; C: con carbin activado) con tres niveles de AUA
(mp/l) sobre la oxidacién a las cinco semunas de la siembra en el cstableeimicnto dc
rosa miniatura in witre, El Zamerano, Honduras, 2000,

Medig ALA {me/) Oxidacion® P{F}
A 00 | 67
B 0.0 1.52°
B 0,1 1.65™ 0.084
B 0,2 1.86~
C 0.0 1,12°
C 0,1 1,13
C 0.2 | 1.12°

Crte=3a.58 +Prucha DMS

*¥ 5 ledins conm igual letra no difieren cswadisticamente (P<0).1).

" iedida on escals 1-3, siendo 1 ausencia de oxidacion.



Anexo 13. Lfecto de ln interacciéon dc tres tipos de medio de cultivo(A: testigo; B:
con dcido citrico y dcido ascorbico: C: coo carbdo activado) con tres niveles de AIA
(me/1) sobre el peso (g} del brote producido en el establecimicnto de rosa miniamra

int vitro, El Zamorano, Honduras, 2(HKL

Medio | ALA (mg/1) res' P{E}

A 0.0 0,1242°

A 0.1 0.0958%

A 0.2 0.0737%

B 0.0 0.1720°

B 0.1 0,1206™ 0.0506
B 0.2 (1. 1049

C 0.0 0,0614°

C 0.1 0,0682°

C 0,2 0.0628"

V=04, 81 +Emeba DAIS

2 nfedias con igual letra no difieren esadisticsmente (P<0.1)
"Peso promedio del brote (g)

Anexo 14. Efecto de la inlecaccién dc tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B:
coa 4cido citrico y dcido ascérbico; C: con carbdn activadu)con cinco aivcles de
BAPF {mgfl) sobrc ¢l pcso (2) del brote producido en el establecimiento (le rosa
minigtura in virre, Bl Zamorano, Hondoras, 2000,

Medin BAP {mg/) PPR P{F)

A 0,0 0.0599%

A 0.3 0.0828%

A 1.0 01194

A L5 0,1073>

A 2.0 0.1286"

B 0.0 0.0465"

B 0.3 0.1316°

B 1.0 0,1703 0.0062
B 1.5 0.1397%

B 2.0 0,1675°

¢ 0.0 0,0593%

C 0.3 0.0684%

C 1,0 N.06358%

C 1.5 0.(688™

C 2.0 0.0583™

ree=04.8] +Prucha DS

* " fedtas con igual Jetra 0o dificren examdisticamentc (P<0.1 ).
"eso promedio dei brete (g)




Anexo 15. Casto totaies (USS) por trutumicnto para el establecimicnto de rosa miniutura in vitro, Kl Zamorano, Hand uras,

2000,
Medio | Medio base | BAT AlA Acido citrico | Acido nsedrbico | Carhiin setivado |['TOTAL
t 0.350695 0 (} 0 0.00 3] 03507
2 0.350695 0] 0.00024 0 0.00 {} ih3500
3 {0.350693 O 0.00048 0 0.00 {} L3512
G| 0350695 000413 0 0 .00 { .3548
3 0350695 0.004151 0.00024 0 0.00 | 0 1,551
6 0.3506951 0.00415] 0.00048 0 0,00 d] {1,3553
7 0.350695 0.0083 {) 4] 0.001 0 {,3550
3 0.350695 00083 (.00024 {} 0.00 () 0,359
9 0.3506495 00083 0.00048 {} 0.00 (} 03598
11) 0.350685] 001245 { i 3.00 3] 03631
11 0350695 0,01245] 000024 {3 0.0D 0 (3034
12 0350695 0.01243F 000048 4] 0.00 0 03636
13 0.350695 0.0166 ] 0 0.00 1] 03673
14 0350695 01661  0.00024 ) 0.00 { 0,675
15 0.350645 00166 | 0.00048 0 0,00 0 0,3678
16 0.350695 0 {} 0.0018 0.03 ( .86
17 0.350095 0y 000024 0.0018 0.03 0 3818
18 0.3506495 0| 0.00048 00018 0.03 0 i)A821
19 0350685 0.00415 {) 0.0018 .03 0 .3857
200 03506951 0.00415] 000024 0.0018 D.03 0 i1,3360
21 0350695 0.00415] 0,03048 {.0018 0.03 3] 1.3862
22 (0,350695 0.0083 4] 0.0018 0.03 { .349%
23 {(.350695 G.0D83 | 000024 0.0018 0.03 () 3,390
24 0.350695 0.0083 | GLOOOE 0.0018 0.03 0 03904
25 0.350695| 0.01245; {) 0.0018 .03 { 0,3941)
26 0,3506051 001245 D.00024 0.0018 .03 Q) 01,3943
27 D.350695 | 001245 0.00048 Q.0018 0.03 [ 0, 3045

95



- cAnexo 15 continuade,

Medio | Medio base BAP| AlLA | Acido citrico | Acidp ascérbico| Carbbn activado TOTAL
28 0.3506%95 0.0166| { 0.0018 0.03 0 00,3982
29 0.350685 00166 0.00024 {.0018 0,03 0 0,3984
30 0.350655 00166 0.00048 0.0018 0.03 0 0.3987
31 0.350695 0 0 0 Q.00 0.38 0,7354
32 .350643 (] 0.00024 0 0,00 .38 07357
33 0.350693 0] 0.00048 0 0.00 0,38 0,7359
34 0.350695| 0.00415 0 0 0,00 .38 0.7396
35 0.350695| 0,00415] 000024 0 (.00 0.38 0,7398
36 0350695 0.00415] 0.00048 4] 0.00 (.38 0.7401
37 0,350695 (.0083 0 0 0,00 .38 07437
38 {.3506935 (.0083 | 0.00024 0 0,00 .38 0.'7440
39 0,350693 0.0083 | 0.00048 0 (.00 (.38 07442
40 (.350695] 0.01245 0 0 .00 .38 10,7479
41 0.350695) 0.01245] 0.00024 0 0.00 0.38 0,7481
42 0.350695| 0.012451  0.00048 ! 0 0.00 0.3§ 0.7484
43 0.350095 0.0166 0 { 0,00 0.38 0.7520
44 0.350695 (.0166] 0.00024 { 0,00 .38 0.1523

- 43 {(.350695 0.0166¢  0.00048 0 0.00 .38 0.7525




Ancxo 16. Evaluacion estadfstica de cestos promedios para el esmblccimiento de
rosa miniatera in vitro. El Zamoragno, Honduras. 2000,

Nedio BAP (mefl) | AJA {mygT) | Costo Promedio {USS) PIEY
A 0.0 0.0 0,60 0.0001
A 0.0 0.1 9.49°
A 0.0 0.2 0.50%
A 0.5 0.0 0.43%®
A 0.5 0.1 0.35°
A 0.5 0.2 0.61*>
A 1.0 0.0 0.19°
A 1.0 0.1 0.35*°
A 1.0 0.2 0.42°®
A L5 0.0 0.23°
A 1.5 0.1 0.41%®
A LS 0.2 0.51*
A 20 0.0 0.30"
A 2.0 0.1 041
A 2.0 0.2 0.55®
B 0.0 0.0 0.83%
B 0.0 0.1 0.68>
B 0.0 0.2 0.96"
B 0.5 0.0 0.36*
B 0.5 0.1 0.28°
B 0.5 0.2 0.48"
B 1,0 0.0 0.26
B 1.0 0.1 0.30*
B . 1,0 0.2 0.26"
B 1.5 0.0 0.23
B | 1.5 0.1 037
B 1.5 0.2 0.35"
B 2.0 0.0 0.44°®
B 2.0 0.1 022*
B 2.0 0.2 0.31°
C 0.0 0.0 2.00¢¢
C 0.0 0.1 0.83%
C 0.0 02 1.91°
C 0.5 0.0 1.06°
C 0.5 0.1 1.60%
C 0.5 0.2 1.09%
C 1.0 0.0 2.48°
c 1.0 0.1 1.59%
C 1.0 0.2 1.364
C 1.5 0.0 1.35%¢
C 1.5 0.1 1.03%
C 1.5 0.2 0.90"




...Ancxo 16 continuado.

o 2.0 0.0 1.19%
G 2.0 ‘ .1 ‘ 1.04°
C 2.0 0.2 1474
CV%he64.37 FPrucha D).

+b \edias conigual letra no dilicren estadisticamente (P40.1).
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Ancxo 17. Evalvacién econdmicas costys minimos pars ¢! establecimiento de rosa

mi

nintura {7 wire, Bl Zamorano, Honduras, 2000,

Medio

Brote Estandar Promedio

Costo Promedio

Clasthcacion

Unidades LI5S
37 0.18 248 Dominado
33 0.22 1.91 Dominads
43 0.22 1.19 Dominado
16 .26 0.83 Dominado
35 0.26 1.60 Dominado
31 037 2,00 Dorminado
12 0.27 0.51 Dominady
39 0.28 1.36 Dominado
38 0.29 1,59 Dommado
2 031 0.4% Dominado
I8 0.33 (.96 Domipado
A2 0.38 0,90 Daminado
17 0,38 0.68 Dominado
43 0.38 1.47 Dominado
1 0.38 0.60 Dominado
6 041 .61 Dominado
11 0.42 0,41 Daminado
40 043 .35 Dominado
44 .44 1.04 Dominado
3 0.45 0,50 Dominado
30 0.48 1.09 Duminado
41 0.49 1.03 Dominado
a7 0.51 0.35 Dominado
3 .52 0,43 Dominado
15 0.56 0.535 Dominado
34 039 1.06 Nominado
21 .62 048 Dominado
s 0.65 {.35 Dominado
9 0.67 0.42 Dominadg
32 0.6% 0.83 Dominadg
7 0.71 0.19 Dominanie
24 0.74 (1L.26 Dominado
5 0.80 0.5 Dominade
26 0.85 0.37 Dominado
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...Anexo 17 conunuado.

| 25 | 0.39 0.30 Deminado
10 0.97 0.23 Dominado
13 1.01 0.30 Bominado
28 1.06 0.44 Dominado
25 1.09 0.23 Dominado
30 1.08 0.31 Dominado
14 1.13 0.41 Dominado
20 1.20 0.28 Dominado
19 1.26 0.36 Dominado
22 1.33 0.26 Pominado
29 ! 1.35 0.22 Dominante






