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RESUi\IEN 

Paz, Maria 2000. Ensayo agroeconómico para el establecimiento de Rosa multiflora 
Thund. in vitro. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agrónomo, El Zamorano, 
Honduras. 61 p. 

La rosa m::hriatura (Rosa mullijlara) es importante para la decoración de jardines. El 
cultivo tn vitro tiene la ventaja q�.�e produce plantas que florean más temprano y de mejor 
estructura. La ventaja más importante es que la micropropagación por yemas axilares 
produce mucho más material que las estacas tradicionales. Este método trae problemas 
biológicos, como la contanrinación y la oxidación de los e.xplantes. Con el propósito de 
controlar la oxidación en el establecimiento de la rosa miniatura se probaron tres tipos de 
medio: un medio testigo (medio A} sin antioxidantes; uno wn ácido a.scómiw y ácido 
cítrico como antioxidanteS, a razón de 50 mg¡L cada uno (medio B); y uno con carbón 
activado (medio C) que absorbe los compuestos fenólicos del medio. Para promover más 
brotación de las yemas se probaron cinw concentraciones de BAP (bencilaminopurina) a 
O, 0.5, 1.0, L5 y 2.0 ro.giL y tres de AIA (ácido indoleacético) a O, 0.1 y 0.2 mgiL. La 
menor oxidación se logró con el medio C, pero éste redujo los pesos de los brotes porque 
posiblemente también absorbió los regllladmes de crecimieniD. El medio B produjo los 
brotes de mayor peso y una baja oxidación. Con 1-2 mgfL de BAP y sin AlA se 
produjeron los brotes de mayor peso y una baja oxidación. En términos de costos, el 
medio B con 2.0 mgfL de BAP y 0-0.2mg!L de ATA resultó en Jos más bajos por brote 
producido. Agroeconómicamente, la combinación recomendada pare el establecimiento 
de rosa miniatura es el uso de ácido dtrico y ácido ascórbico para el control de oxidación 
y concentraciones de 2.0 mgiL de BAP, sin uso de AlA. 

Palabra� claves: Acido a'lC6rbico, ácido citrico, AIA, BAP, carbón activado, 
micro propagación, 

_?=M'§ -
Abelino Pitty, Ph.D. 



NOTA DE PRENSA 

¿Desea establecer la rosa miniatnra in vitro1 

La rosa miniatum, arbustos muy buscado para la dec-oración de jardines y hogares. no 
sólo se puede propagar por la f= tradicional de estacas. Existe la propagación in vitro, 
mejor conocida como cultivo de tejidos, en la cual una pequeña porción de tallo con una 
yema se siembra en un medio nutritivo y nace una nueva planta. Esta técnica produce 
plantas q1.1e llorean más temprano y de mejor estructura, en comparación con las 
propagadas por estacas. 

Em:a técnica, aunque es bastante sencilla, vresenta algunos problemas, como son 
problemas de brotación, oxidación y contaminación del e'-JJ!ante. Estas razones 
condujeron a realizar un ensayo en el laburatoriu de Cultivo de Tejidus y 
Micropropagación de Zm:nomno, en el cual se probaron tres tipos de medio pm:a control 
de oxidación. El primero (mediu A), el iestigu, sin antioxidantes; el segundo (medio B}, 
con ácido ascórbico y ácido cítrico a razón de 50 mg¡L, como antioxidantes; y el tercero 
(medio C) con carb6n activado, que absorbe compw:stos fcn6licos del medio. 

Para lograr una mejor brotación se probaron cino:;o niveles de B.AP {bencila:minopurina) a 
O, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 m giL y tres & AlA (ácido indoleac&ico) a O, 0.1 y 0.2 m giL. 

El mejur control de oxidación t;t logró con el medio C, pero éste redujo el peso de los 
brotes porque posiblemente tambi61 absorbió los reguladores de crecimiento. El medio B 
controló adecuadamente la oxidación y produjo los mejores pesos de los brotes. Con una 
dosis & 1-2 mgiL de BAP y sin AlA se produjeron los mejores pesos de brote:s y una 
baja oxidación. 

El medio B con 2.0 mg!L de BAP y 0-0.2 mg¡L de AlA produce los brotes menos 
c-ostosos, en término de costo por brotes producido. Agroeconómicamerrte, la 
combinación recomendada para el establecimiento de rosa miniatura m vitro es el uso de 
ácido a.'>C6rbico y ácido cltrico para el control de oxi centraciones de 2.0 
mg/L de BAP, sin uso de AlA. 
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l. li'ITRODUCCION 

La rosa miniatura (Rosa multiflora Thund} pertenece a la familia Rosaceac., una de las 
familias de mayor importancia en la horticultura omarn:entaL Tradicionalmente, su 
propagación se ha realizado por medio as=:ml a través del uso de estacas o injertos. 
Estos métodos dependen de grandes cantidades de material inicial, lo que toma mucho 
tiempo en colectar. Según George (19%), los méwdus de propagación in virra de rosas 
ofrecen una excelente alternat iva a los antiguos métodos, ad=ás de que esta tecnología 
es lo suficientemente confiable para la aplicación comercial. 

El cultivo in vitro es factible ya que estas rosas se propagan normalmente por estacas 
(Brcssan., et.al., 1982). La micropropagadón, que se define como una multiplicación 
masiva in vitro (CL\ T, 1991), pannite la propagación masiva de cultivares comerciales. 
La rosa miniatura micropropagada tiene um. mejor aparieooia y caracteri�tica floral en 
comparación a la producida por estaca, ya que florea más temprano y produce brotes más 
cortos (Gcorgc, 1996). Esto puede aumentar su valor, ya que el uso más común que se le 
da a e.'ltas rosa.� es como planta de maceta o de bordes enjardines. 

Según George (1996), la micropropagación de rosa se logra a través del cultivo de yemas 
a,._-ilares o vástagos, el cunl se basa en la formación de brotes múltiples, lo que nos trae un 
aumento nipido del material vegetal. La eficiencia de este sistema esta dado por cl 
número de plantas obtenidas. lo cual se determina por el número de yemas axilares 
preexistentes en el cxplante (CTAT, 1991), pudiéndose producir más de una planta por 
e.'{plante sembrado. 

La rnieropropagación dentro del laboratorio se da en tres etapas primordiales. La primera 
etapa (etapa 1) considera el establecimiento in vitro del cultivo a propagar. En la segunda 
etapa (etapa ll) se multip lica masivamente el cultivo a través de varios ciclos de 
multiplicación. La tercera etapa {etapa IJT} considera el ennrizamiento y endurecimiento 
del material vegetal, para luego llevarlo a condiciones de inveruadero (etapa IV). 
Tradicionalmente el aumento de mnterial Yegctal se ha limitado a la segunda etapa, pero 
éste puede iniciarse desde la primera elap",¡, ya q1.1e la yema sembrada puede producir má.� 
de un brote en la etapa establecimiento. 

El establecimiento del explanie es el proceso con el mayor número de variables en la 
ciencia inexacta del cultivo de tejidos. Un cultivo se puede considerar establecido y en el 
egtado de multiplicación tan pronto pueda ser dividido exitosamente (Kytc, 1987). Pero 
son muchos los fauores que infl¡¡yen en la etapa de estable(..."imiento, corno la procedencia 
del material vegetal del cual se obtienen los explantes, la edad del material y la posición 
de la.� yemas en el milo. 



Según Kyte (1987), lo más difícil de est<lblecer explantes es limpiados exitosamente. Al 
referirse a limpieza no sólo se trata de l a  limpie:>.a superficial, sino que también de 
limpieza interna. Para logr-<�r este objetivo es netesario q1.1e la planta madre este hbre de 
enfermedades, lo cual nos asegura evitar la contaminación con microorganismos q1.1e es 
un aspecto básico para el éxito del est:ililecimiento (CIA T, 1991). 

Dunmte el. establecimiento es también de importan.cia producir d mayor número de 
brotes a partir de cada segmento s=brado in v¡tro, ya que éste puede tener más de una 
yema latente. Esto nos permite e;q¡lotar el mayor potencial de l a  t6cnica, regenerando 
mayor cantidad de plantlts desde la primera etapa y aumentando la eficiencia del sistema. 

La brotación de yemas se da naturalmente en la planta por la influencia del contenido 
endógeno de hormonas de crecimiento. Estas se producen en diferentes lugares de l a  
planta y actúan en cantidades mínimas para lograr su efectu. Para lograr la proliferación 
de brotes en micropropag¡¡ción a partir de l a  yema presente, se hace necesario proveer, en 
el medio de <.:recimiento, compuestos qill: igualan el efecto de las hormonas. Estos 
compuestos se designan como reguladores de crecimiento. 

En el cultivo de yemas axilares. los reguladores de cnximiento esenciales son las 
citoqu..ininas y las auxinas. Según Pierik (1987), las citoquininas inducen la di\�sión 
celular por lo que se utilizan para estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las 
au'\..inas producen la elongnción celular y se utili7..an a concentraciones bajas (George. 
1996). Estas últimas se relacionan con la aparición de raíces adventicias, ir:thibiendo el 
desarrollo de yemas adventicias. Las citoquininas son esenciales para la proliferación de 
brotes. 

Los cortes necesarios que se deben realizar en los tallo� de rosa miniatura p-.m�. la 
obtención de CA"]llantes hacen que los tejidos se tomen café y exuden compuestos 
fcnólioos al medio {George, 1996). Este fenómeno se conoce como oxidación y es 
dctrimental, ya que puede inhibir el crecimiento y puede provocar hasta la muerte de los 
tejidos afectados. Estos electos son más severos durante los estados iniciales del cultivo, 
por lo se hace necesario el manejo de la oxidación durante la etapa de establecimiento 
(Geurge, 1996). 

Se pueden tomar varios modos de acción para evitar la oxidación. El objetivo de todos es 
evitar que los compuestos fenólicos producidos interfieran con el desarrollo normal del 
brote. Como medidas preventivas se pueden utilizar antioxidantes, ya sea como 
componente integral dentro del medio de cultivo, o durante el proceso de preparación del 
CA1Jlante pre-vio a su siembra. También se puede modificar la composición del medio de 
cultivo añadiendo carbón activado, el cual tiene la capacidad de absorber compuesto 
eJ."Udados al medio de c1.1ltivu {George, 1993). La selección del método a usar va a 
depender de su eficiencia para producir, uo sólo cantidad, sino que también calidad de 
brotes para iniciar exitosamente la siguiente etapa. 

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



Objetivo generaL-

R�<com�ndar un protocolo pa¡-a el erutblecimkn\o de rosa miniatura invilw. 

Obj ctivos específico�.-

DetL-rminar un p�cso de dcsinfcrción apropiado paro reducir la conraminación in 
vi¡ ro de material vegetal de rosa rniniatUJa n-J ido del L"li!IIpO. 

Reducir la oxidación o.:n el establecimiento del material vegetaL 

Obtener la brotaci6n unitbrme de las yemas sembradas, y una calidad apropiada de 
los brotes obtenidos para su posterior multiplicación in vitro. 

- -
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2. REVISION DE LITERATURA 

2.1 EL CULTIVO IN VITRO 

Según CTA T (1991 ), el cultivo de tejidos tn vitro comprende un heterogéneo gru.po de 
ll"cnicas mediante las cuales un explante se cultiva asépticamente en un medio de 
composición quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. 
Mientras que Pierik (1987) Jo define como el cultivo sobre un medio nutritivo, en 
condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, órganos, explantes, tejidos, ce!Was 
y protoplastos. 

Ambas definiciones coinciden en su esencia, y hacen especial referencia al  uso de un 
medio en d cual crecerá la porción de planta a sembrar, y a la necesidad de u-nbajar en 
condiciones asépticas. Basándose en estos conocimientos, podernos decir que los 
principios involucrados en el cultivo de tejidos son (Thorpe, 1981 ): 

Nslamiemo de una parte de la planta intacta. 
ProYeer un ambiente apropiado en el que se pueda e>.:presru: todo el potencial 
intrínseco o inducido del explante, ésto incluye proveer condiciones estrictamente 
controladas de ambiente y de nutrición. 
Proveer condiciones de estricta asepsia durante el proceso. 

Este desarrollo de las plantas en el proceso in vitro involucra cinco etapas. las cuales son 
(Pierik, 19&7): 

Etapa O- Se conoce como el estado preparativo de la planta madre, en el cual se hace 
un pre-tratanriento del material inicial, para asegurar que las plantas se mantengan 
libres de eofermedades. También se busca obtener material fuiológi=eníe mftior 
adaptado. 
Etapa I- La etapa de estabh:cimiento en la  que se realiza el aislamiento estéril de los 
explantcs y se inicia su establecimiento in vitro. La condición más importante en esta 
etapa es el crecimiento y desarrollo sin contaminación, para así obtener un inicio 
seguro y confiable del cultivo_ 
Etapa n - La multiplicación o proliferación de brotes. tratando de conseguir, hasta 
donde sea posible, la propagación del material sin perder s u  estabilidad genética. 
Etapa m- Involucra la  elongación de tallos, la inducción y de%rro11o de mí ces, con 
el objeto de preparar las plautas para su posterior transferencia al suelo. 
Etapa fV - La transferencia a condiciones de invernadero y establecimiento de la 
plantación a condiciones ex vitro. 



2.2 ;\:IICROPROPAGACION 

De las técnicas de cultivo de tejidos, la más ampliamente utilizada es la propagadóu 
vegetativa tn vttra, o micropropagación. De ésta, la técnica más utilizada en rosas es él 
estimulo de yemas axilares (George, 1996). Esta involucra el aislamiento de una yema, 
junto con una porción del tallo, parn obtener un vástago a partir de l a  yema. Estos 
vástagos son po�erionnente enrai?.ados para su o:ansferencia al suelo (Pierik, 1987). 

Las condiciones in V1/ro estimulan el desarrollo de la yema axilar, permitiendo la 
formación de una planta por cada yema en la etapa de establecimiento (CIAT, 1991). La 
gran ventaja de esta técnica es que los indh�duos regenerados muestran una gmn 
estabilidad genética (CIAT, 1991). Por esta razón es importante evitar la formación de 
callo, ya que de éste se regeneran plantas con diferentes grados de variación. 

El establecimiento del cultivo en el laboratorio debe implicar la selección del mejor 
e;;.-plant:e y su desinfección superficial. Se considera que se ha tenido éxito al establ�er el 
cultivo cuando los explantes están libres de contaminantes microbiales obvios, y ésto es 
seguido de algún tipo de crecimiento (C.Jeorge, 1993). 

Los factores que más en cuenta se deben tener, por su influencia en el establecimiento de 
la micropropag&ión, son (CIA. T, 19'11 ): 

El et.iado fui o lógico y la sanidad de la plania que dona el explante o planta madre, 
La edad fisiológica de los eA"Jllames y su posición en la planta madre. 

Los factores físicos llrmlucrndos en el desarrollo de las yemas, como temperatura y 
lw. 
El medio nutritivo, siendo de igual importancia su consigtencia asi como su 
composición química. 

2.2.1 El explante 

Según Pierik (1987), el explante se define como la porción de tallo escindido, u órgano 
tomado de la planta, para iniciar un cultivo. Para d establecimiento de cada cultivo se 
debe seleccionar el explante más apropiado. Esta selección se hace dependiendo de la 
disponibilidad de material, facilidad de manipulación, homogeneidad, ausencia de 
contaminantes endógenos en la medida que sea posible, y rápida respuesta m vitro 

(ClAT, 1991). En el caso de rosa miniatura, se utilizan yemas axilares, mismas que se 
eocueotrao presentes eo las axilas de cada h�a (Marcelis-van Aáer y Scholten, 199;5) y 
presentan una vía rápida y segura para regenenrr plantas in virro. 

SegUn George (1993), el mejor material para los explantes proviene de plantas madres 
sanas y vigorosas que se han mantenido en crecimiento activo sin ningún tipo de egtrés. 
Estas condiciones aseguran explarrtes que responderán fuvorablemente a las condiciont'!> 

in vilro a que sean sometidos. Las plantas madres que se utilicen. preferiblemente, 
deberán mantenerse en invernaderos. Pero en l a  práctica, ésto muchas veces no es fucrible 
por lo que se hace necesario el uso de plantas que crecen en el campo. Hay que 



considerar que el material que crece en el campo estas sujeto a altas tasas de 
contaminación y a un ambiente variable (George, 1996}. 

El  tamaño del explarrte a utilizar es también un factor a considerar. El crecimiento de los 
brotes amnenra a medida qoe aumenta la cantidad de tejido del tallo que se siembra 
(Marcelis-Van Acker y Scholten, 1995). La limitante de esta declaración es que el tamaño 
del explante también influye en el grado de contaminación: a mayor tamaño del explante, 
mayor probabilidad de contaminación. Por lo que en rosas, Khosh-Khui y Sink (1982) 
recomiendan segmerrtos de 6 a JO mm de largo como el tamaíl.o más apropiado de 
eA11lante. 

2..2.2 Contaminación 

Según Thmpe (1981), la exclusión rigurosa de microorganismos contaminEntes es una 
caracteristica esencial en el cultivo de tejidos. Según el CIAT (1991), la asociación 
explante-medio y las condiciones fisicns en que se incuban los cultivos hacen un 
ambiente favorable para la prolifer<�ción de microorganismos. 

Dada esta situación, el CIAT (1991) recomienda que para establecer cultivos asépticos es 
necesario trabajar en un ambiente adecuado, como en una cámara de flujo laminar. As! 
mismo, esterilizar los medios de cultivo, desinfectar superficialmente los eAplantes para 
liberarles de bacterias y hongos exógenos y realizar los cultivos respetando ciertas 
normas de asepsia 

Para lograr l a  asepsia se deben Cl.ierilizar los medios de cultivo, los tubos de ensayo en 
los que se  dispensa el  medio, los instrumentos a usar para manipular Jos tejidos urra vez 
desin:fecíados y el material de la planta l.a esterilización de la cristalerla, los 
instrumentos metalicos y el medio de cultivo se lleva a cabo con el uso de calor y presión 
(Thorpe, 1981), por lo que se recomienda el uso del autoclave. 

El CIAT (1991) cnnsidera que los tejidos de las plantas intactas y sruras son asépticos 
irrteruarnen:te, y que la principal tarea de limpieza del material para explantes esta 
limitada a la esterilización superlicial. Esta desinfección debe pemrifu eliminar los 
microorganismos con el menor daño posible para los explantes (Dodds y Roberts, 1985), 
lo que se hace mediante méi.Udos químic{)S. Para rosa miniatura la esterili7 . .ación 
superficial de explantes puede hacerse directamente sin dañar las yemas, ya que éstas son 
Jo suficientemente resisrentes (Georgc, 1993). 

La esteriliza.ción superficial del material puede realizarse con una variedad de 
esterili7_antes. Los de uso más común son: soluciones de hipoclorito de calcio {Ca{OClh) 
o de sodio (NaOC!), nitrato de plata (AgN"Q.), cloro comercial, peróxid o  de hidrógeno 
(1-hOú y alcohol al 70%. Antes de la siembra, y a nivel de la cámara de flujo laminar, los 
e�erili7.1ll1tes deben ser removidos con enjuagues de agua bidestilada estéril (Thorpe, 
1981). 



Según George (1993), los mejores productos son los menos costosos y menos tóxicos 
para las plantas y las personas manipulándolos. Los de mayor nso contienen hipoclorito 
como ingrediente actim, qne presenta la ventaja de que se remueve más fácil de las 
superficies después de la esterilización (CIAT, 1991). Th: los hipocloritos, el más 
utilizado es el hipoclorito de sodio por ser cl más dispon.ible err forma de cloroo 
industriales ( C"JC()Tge, 1993). 

El ClAT (1991) recomienda que la solucióu de hipoclorit:o & sodio, NaOCl, en 
concentraciones de 1-3% de ingrediente activo, sirve para la esterilización superficial de 
materiales de todo tipo, siempre y cuando no se produzcan lesiones debido a su acción 
blanqueadora. Este germicida deber:i. hacer el mejor contacto posible con el material 
vegetal, por lo que se recomienda utilizar unas gutas de agentes destensadores o \vetting 
agents" a las soluciones desinfectantes, como el Tween 20, Tween 80 o Tritón. 

Para el caso particular de rosa miniatura, Kane (1988) nx-omienda que el material, una 
vez preparado para la siembra. sea lavado bajo el chorro de agua de la llave por quince 
minutos. Esto pennite reducll: los niveles de contaminaotes superficiales y hace más 
vulnerable a los microorganismos para el tratamiento de desintección (George, 1993). 
Luego se desinfecta por quince minutos en una solución desinfectante que contenga 20"/o 
(v/v) de cloro comercial y dos gotas de Tween 20 por cada lOO mi de solución. Una vez 
en la cámara se le deben hocer tres enjuagues con agua estéril bidcstilada. 

2.23 Medio nutritivo 

Según Pierik (1987), el medio nutritivo es una mezcla de sustancias sobre o en las cuales 
pueden crecer células. tejidos u órganos, con o sin agente gelatinizador. Las sustancias 
necesarias para el cultivo in vttro son: agua, compuestos i.norgánicos (macroelementos, 
micmelemt:ntos y hierro) y compuestos orgánicos (vitaminas, aminoácidos, azúcar como 
fuente de carbono y reguladores de crecimiento, espe.::ialmente au.·dnas y citoquininas). 

La combinación que se escoja de estas sustancias depende de muchos factores, como ser 
(Pierik, 1987): 

La especie que se esta propagando. 
La edad. de la planta madre. 
La edad del órgano que se siembra 
El tipo de órgano que se cultiva 
La vía de regeneración. 
La etapa de cultivo en el laboratorio. 

El medio nutritivo más utilizado es el de Murashige y Skoog (MS) por su efecto positivo 
en la mayoria de las plantas, especialmente herbaceas (Pierik, 1987). George (1993) lo 
considera conveniente para el cultivo de yemas axilares y la proliferación de brotes. Se 
debe tener en cuenta que éste no siempre es la mejor opción para el crecimiento y 
desarrollo, ya que su contenido de sales es muy elevado. El medio desarrollado por 
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Lluyd y l\kCown, denominado "Woody Plant Medium" (WPM), resulta una mejor 
alternativa para especies leñosas sensibles a la salinidad (Pierik. 1987). 

Según George (1993), el medio MS da un buen crecimiento y proliferación de brotes para 
rosas en las etapas I y U. aunque muchas veces se hace necesario modificar su contenido 
vitaminico y reducir las concentraciones de sales minerales. Anota también que el medio 
Lloyd y McCown hace posible una buena multiplicación de brotes. 

Memás de la fonnulación per se, el pH al que se ajusta el medio es también importante. 
Según Pierik (!987), el rango óptimo para el crecimiento i:n virro de la mayor!a de las 
especies es de 5.0-6.5, siendo el máximo alrededor de 6.0. Un aumento o disminución 
del pH en este rango, frena el crecimiento y desarrollo de los t<::íidos. Se debe considerar 
al ajustarlo, que en el proceso de autoclaveado del medio, éste sufre un descenso de 0.3-
0.5 unidades (Pierik, 1987). 

2.2.3.1 AzúC:ll:r. El azúcar se adiciona al medio como fuente de carbohidratos. Según 
Pierik (1987), el llZÚcar es un =ponente imponante en cualquier medio nutritivo, y es 
esencial ¡xna el crecimiento y desarrollo i n  vitro, ya que los tejidos verdes bajo las 
condiciones in vitro no son suficientemente autotrófícos. 

La conceutración y tipo de azúcar depende mucho del tipo y edad del material vegetal. En 
general, el crecimiento y desarrollo del material cultivado in vitra aumenta a medida que 
aumenta la concentración de azúcar, hasta llegar a un óptinw (Pierik, 1987). Según 
George (1993), la suerosa, a UIJa concentmción de 30 gil, es el azúcar más utilizado para 
el cultivo de yemas axilares. 

Para la micropropagación de roMS se recomienda concentraciones hasta de:: 40 gil, ya que 
se reduce la hiperhidnrtación de tejidos, misma que aumenta a medida se reduce la 
concentración de azúcar en el medio (GCQTge, 1996). 

lvfurcelis-van Acker y Scholten (1995), han determinado que la glucosa da mejor 
crecirnierrto que la suerosa en rosas. El autoclaveado prod1.1ce la ruptwa de suerosa 
{Pierik, 1987), q1.1e se descompone produciendo fructosa y glucosa. En el caso de glucosa, 
después del auíoclaveado, puede rec1.1perarse completamente. 

2.2.3.2 Nutrición mineraL Según Pien"k (1987), después de los azúcares, los minerales 
constituyen d gru:po más importante de sustancias nutritivas en cl medio de cultivo. La 
especie con la que se trabaja va a determinar la mezcla de macro y micro-sales a utilizar. 
En la mayoria de Jos casos, el medio 113 apona la mezcla apropiada para el 
establecimiento y desarrollo de las plantas in vitro. 

Los nutrientes inorgánicos son aquellos requeridos normalmeme por la planta; se dividen 
en macroelementos y microelementos, según la cantidad requerida in vitro por la planta. 
Los macroelementos son esenciales para la planta y son requeridos en concentraciones 
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milimolares; éstos son: nitrógeno, fósforo, pola.�io, calcio, azufre y magnesio. Los 
microelernentos son nutrientes esenciales reqt>�ridos en concentmcion�s micromolares, y 
�on: manganeso, zinc, boro, cobre, cobaho, cloro, iodo y molibdeno. También se suple 
hierro en carrtidades intermedias, asociado a un quelato elikndi!l!llinotetraacetato 
(EDTA) que lo hace disponible a la planta. 

2.2.3.3 Reguladores de crecimiento. Según Pierik (1987), se conoct: como reguladores 
de crecimiento al conjunto de productos simCticos y hormonas naturales responsables de 
la distribución de los compueslOs que l a  planta biosintetiza. Asi mismo, los reguladores 
dt: crecimiento determinan el crecimiento relativo de todos los órganos de la planra, por 
ser responsables de la división celular y el crecimiento de las células. 

El tipo dt: reg1.1\ador 4ut: so: escoja y su concentración dependen del tipo de crecimiento 
que se requiera, de los niveles endógenos naturales de hormonas en la planta, de la 
capacidad de los tejidos de sinteti=Jos y de la interacción entre lm; productos sintéticos 
aplicados a los medios (Genrge, \993)-

Los efectos de los reguladores de crecimiento no son absolutos y espedficus. La 
respuesta en cultivo de tejidos varia de acuerdo a las condiciones culturales, el tipo de 
�splante que se utiliza y el genotipo de la planta (George, 1993). El creeimicmo y la 
morfogénesis están Te!,'\llados por la interacción y baJa¡¡ce entre los rt:guladores, siendo 
los de u.o.o más comlm las au.xinas y citoquinina.s. 

Las au.xinas, en conjunto con las citoquininas, ctmtrolan procesos como el crecimiento 
celular, la elongación de células y la morfogL'nesis (George, 1993 ). Se¡;(m Pierik (1987), 
]as auxinas también producen la formación de ralees adventicias y la inhibición de la 
lbrmu�ión de vástagos axilares y adventicios. Las au.-..:inas de uso más común son el ácido 
indokac.:tico (AJA), d ácido indolebutirico (AlB), el ácido uartakn<:acetico (ANA) y el 
2,-t-D. Si estas se utilizan a bajas concentraciones, predomina la formación de mices 
adventicia-;; con concentraciones más altas, se da la formación de callo en lugar de raiet.-s 
(Pierik, 19&7). 

Ln ausina más común para el cultivo de yemas axilares es el AIA, la cual usada con otros 
reguladores, induce la mortbgénesis directa de broteS. Esta ausina se requiere para 
promover el crccimknto inicial de las yemas (George, 1993). En nJSll5 se provee una 
concentrnción baja de esta nuxina para inducir In prolifemción de brotes (George, 1996). 
Hasegawa {1979) encontró que los niveles bajos de AlA estimulan el mayor número de 
brotes adventicios en rosas. Kyte (J9S7) la recomienda a un nivel de 0.1 mg/1 para el 
estahlecimiento de rosa miniarura 

Las citoq11ininas estimulan la división celular, por lo que se utiliwn para esti:mular el 
crecimiento y el desarrollo (Picrik, 1987}. En el cultivo de yemas adventicias se agregan 
purqu<! reducen la don1inancia apical permitiendo que las yemas ln!cralcs snlgan de 
dormancia (George, 1993), promoviendo as! la formación de vástagos axilares. La 



cantidad de brotes formados de yemas en rosa se n.:gula principalmente con la adición de 
dtoquininas (Hasegawa, 1980). 

La citoquinina se suple in vivo por las ralees {.Marcetis-van Ad;er y Scholtcn, 1995) por 
lo que se hace necesario proveerla m vilro. Muchos de los tejido� que se cultivan no son 
capaces de sintetizar la suficicnre cantidad para sos\�'llcr el crecimiento (Georgc, 1993). 
Las citoquininas más comunes son la kinerina, bl:n:dladcnina o bcn.rilaminopurina (BA 6 
BAP) y la lso-pentiladenina (2iP). La mús apropiada para el cultivo in vitro de rosas es el 
BAP (Maree lis-van Ackcr y Scholten, 1995). 

Proveer las citoquininas en concentnu:ümes alta� induce la fnnnación de vástagos 
adventicios, a la vez: que inhibe la formación de ralees (Pierik, \9&7); sin embargo, 
Marceliz:-,'ll.n Acker y Scholten (\995) demostraron que concentraciones muy alta!; 
reducen el peso y el largu de los brotes principales. El establecimiento de rosa m Vllra se 
logra en un medio con bajos niveles de BAP par.t lograr la multiplicación de las yemas 
(Bn:ssan et uf.,19S2}. Gcorge (1996) r�.-comienda una concentración de 0.9 mg/l para el 
establecimicnw. miemms que Kane ( 198&) recomienda 0.5 mg/1. 

Lo más importante en el cultivo de tejidos es que el meilio cunt1:ng:a la relaci6n correcta 
de reguladores para cada especie que se cultiva y para cada etapa del cultivo (Kyte, 
1987). s�gún George ( 1993). muchos aspectos de la diferenciación celular y 
organogéncsis en los tejidos se ba enconlr'.tdo que sun conrrolado� p<1r la interacción entre 
la concenmción de citoquininas y auxinas. Para la formación de brotes �e requiere un 
balance entre e>tos dos tipos de re!Juladorcs de crecimiento; su int=cci6n es muy 
compleja y más de una combinación puede producir los resultudos óptimos (George, 
1993). Por lo general, una relación alta de citoquininll5 a au.xiuas promueve la fonnación 
de brote.S, mientras que una b�a favorece la diferenciación de raíces (Pierik, 1987). 

2.2.3.4 Otros compuestos. Además de los compuestos ya mencionados, muchas veces es 
nt:c<5ario agregar otro !Ípll de compues1os como vitaminas y aminoácidos. Estos último� 
se agregan muchas veces como fuente de llÍ!rógeno orgánico. Al!Junas vllarninas pueden 
ser limitamos cuando las planras se cultivan in vi/ro (Thorpe, 19&1 ), como por ejemplo la 
tiamina pam la cual hay un requerimiento absoluto. Esta funciona en una cocnzima pam 
asistir en el del o de K.r�b� (Kyte, 1987). 

Aunque no se conoce cxacuunentc la función de las \�mminas, se ha en�ontrado que el 
crecimiento se mejora agregando al medio vitamina� como: icido nicotinico, piridoxina, 
biotina, pantotenato, ácido ascórbico, inositol y riboila�ina. De 6sms se ha cncontradn 
que el inosiml estimula ln división celular (ClAT, 1991). 

2.2.3.5 Agur. La presentación física y consistenóa del medio es igual de imporUmte que 
la composición química. El medio dehe proveer el sostén físico necesario depcndiClldo 
del cultivo a rualizar. La propagación de rosa miniatura por medio de yemas axilares 
requiere de un medio sólido, lo suficientemente consistente pan soportar el explante. por 
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lo que se usa a,_<>a:r. Este. �s un prudl.leto de orig�n v.:getal (algas marinas) que se usa para 
solidificar medios (Pierik, 1987). El agar disuelto en el medio forma un gel capaz dt: 
retener el agua y absorber compucsms. 

E.l agar es un compuesto bastante costoso, por lo que se utilizan agentes gc!ificantes con 
muchas presentaciones comerciales. Esta� tienen mucha influencia en el cultivo, causadas 
prahablemente por las diferentes impurezas que conrengan, la rigidez del gel que 
producen, la varianu: i.lisporubilidad dt: agua, iones y reguladores que tengan 
(Podwyszynska y Olszcwski, 1995). En el caso de las rosas, son muy sensibks al tipo de 
agente gelificantc que se utilice. La C.\."jllicaci6n mils probable es que afecten la 
dispmúbilidad de n1.1trit:ntes (Mlm:elis-van Acker y Scholten, 199:5). Pod\\)'S2}'11Ska y 
Olszcwski (1995) recomiendan el Agargel (Sig.m.a) para el cultivo in vilrv de rosa 

El Agnrgel (Sigma) es una mezcla de agar y Phytagc! (Sigma) de>armtlado para controlar 
la vitrilícación. PruUue� un gel semi-tnlll5pl1Iente y debe ser u.o;ado en concentraciones de 
3.5-5 g/1. Este presenta una alternativa más económica que el agar. 

2.2.4 El euart<t de �rccimientG 

Parn el cultivo in <'/!ro se hace necesario disponer de una cámara de cultivo en la que se 
pueda hacer un control ambi<:ntal, mi=a que se conoce ClJmo cámaw. de incubación o 
cuano de crecimiento (Pk-rik, 1987). Esta cámara debe proporcionar un buen coruml de 
la ¡cmperatuill. (20-28°C), de la iluminación (1000-:1000 lux) y de la hWJJI:dad relatiYa 
(70-80%). Todos estos factores siendo determinados par la especie a propagar. Un 
aspecto critico es propiciar una buena dhlribución de aire para evitar zonas de 
recalentamiento (CJAT, 1991). 

Para d cultivo in vitro de rosa, Kyte (1987) recomienda una temperatura de 25�c. una 
iluminación de 100-300 pies candela, proport:ionada por tubo� nuun:scemes de tipll 
blanco frio y un fotopcriodo 16 hora:> luz. 

2.2.5 Problemas bioló�cos de cultivo 

1.1.5.1 Oxidación. La rusa miniatura debe ser cortada pre>�O a su siembra, lo cual trae 
como consecuencia uno d.: los problemas más comunes de la propaga�ión in vitra, que es 
la a:ddación de tejidos. La oxidación ocum: a través de la acción de .:w.imas midativas 
4ue contienen cabr�. l!lj; cuales son liberadas, sintetizadas o pre.�entes con un substrato 
apropiada y en condiciones axidativas cuando los tejidos son lastimados o senescentes 
(Cleorge, 19%). 

La oxidación produce el obscurecimiento y eventualmente la muerte del explantt: (CIA T, 
1991). Esta se manifiesta como un obscurecimiento en el medio. La naturaleza de esta 
sustancia es todavla incit':rta, pem se sabe que usualmente �on combinaciones de 
sustancias .fenólicas complejas (George. 1996). 



La oxidación en las primeras empas del cultivo interfiere con el desarrollo adecuado del 
e;-.:plante, por la qoc es necesario prewnirla Hay muchas posibilidades de prevención, 
como {George, !996): 

Minimi?nr el daño causado al cxplante. 
Remover los comp1.1esto fenólicos producidns mcdiame el uso de carbón activada a 
transferencias frecuentes a un medio fresca 
Modificar el ambiente físico medianre el cultivo en la obscuridad u a baja 
luminosidad. 
Modificar el potencial reductor de los tejidos con el uso de Hntioxidantes. 
Alterar la composición del medio y el tipo de reguladores de crecimiento que se usen. 

La alternativa que se escoja dep.:nderá de su efectividad en el explanre con que �e trabaje 
y la facilidad de implememación. 

Según C!AT (1991), es U.til usar sustancias antioxidantes en d medio, como ácido 
a;;córbico, ácido cltrico, cisteína, polivinilpyrrolidonc (PVP), o durante la preparación del 
e:-.."Piarrte. Igualmente el C!AT {1991) recomienda incubar cultivos en la obscuridad o a 
bajas intensidades de luz. Los antioxidantes se deiin�n como donadores de electrones que 
inhiben la oxidación de SllbStratos hibi!es (Georgc, J996). l'or tradición, el antioxidante 
más utilizado ha sido el Ucidn nscórbico, que se considera benéfico debido a su co.pacidad 
para actuar como agente n::duclor. 

Una solución de ácido a;;córbico y ácido citrico es comúnmente usada para enjuagues de 
explantes recién cortados. El ácido cftrico actúa como un agente quelante, secuestrando 
iones metálicos que se n:qllieren para activar las ¡,nzimas oxidativa.� {George, 1996). Para 
ro:;a se ha encomrado efectivo el enjuague con PVP antes de la si�mbra de lo� explante.s 
(George, 1996}. 

El ácido asc6rbico y el ácido citriC(l también se utilizan en el mt:d..io de cultivo, pero el 
:icido a.1córbico e.s termolabil por lo que su efecto es limitado y su etectu sobre lo� 
c.xplantes d�be ser inmediato. El :icidn cítrico actúa como buffi:r y como nutrimento. La 
combinación de ambos compuestas se ha utilizado ampliamente para reducir la m:idación 
(George, 1996). En rosa se recomienda la adición de ;50 mgll d� !leido ascórbico y 150 
mgiJ de PVP al medio de cultivo (Georgc, 1996). 

También se puede agregar carbón activado al medio de cultivo como medida preventiva 
para :reducir la oxidación. Según Gcorge (1996), las ventajas de usar carb(m activado 
depende del cultivo, pero en general se debe a la absorción, por parte del carbón activado, 
de los compuestos secretados de los tejidos o presentes en \!l agar que inhiben el 
crecimiento. La absorción de compuestas presentes en el medio St: da particularmente 
cuando los cxplantes son transferidos por primera vez al medio. 

Según Mt:nsuali*Sodi el al. (1993), los efectos positivos del carbón activado han sido 
atribuidos a varios factores, como: d obscurecimiento del medio, la absordón de los 
reguladores de crecimiento, la r<.>moción de compu�tos inhibitorios, la absorción de 
impurezas del agar y la ohsoTción de fcnoles producidos ¡x¡r los tejidos. Estos au\ores 



encontraron que la oxidación severa en el culrivo de Anemone se previno agregando 
carbón activado al medio y que se dieron plantas de buena calidad. 

SegUn George (J 996), la oxidación es menos severa en un medio diluido que en UIJ medio 
alto en sales como el medio MS. Algunos investigadores han encontrado que el medio 
Lloyd y McCown ha prevenido la o:cidación, pe-ro la razón no e� obvio (Georgc, 1996). 
Otro alteTJllltiva es el uso de medios liquides, ya que en éstos se puede evitar la 
acumulación de compue.�tos fenólkDs en la base del cxplante. 

2.2.:5.2 VitrifiCflc:i6n. Otro problema que se pu�de presentar en el cultivo de tejidos es la 
viirit1cación. Esta s� conoce también como hipcrhidratación y esta asociada = altos 
niveles de citoquinina:s y con el uso d� material joven. La virrificación es 
fundamcrrtalmcntc rcsllltado de un exceso de hllrnedad en el tu\)() de crecimiento, de una 
esca:;a concenírn.ción de agPT o la utilización de un agente gclatinizador no apmpiado 
(Picrik, 1987). 

La vitrificación puede prevenirse utilizando un medio de cultivo de potencial o=ótico 
apropiado. Esto se lugnt man�jando los niveles de azúcar en el medio d� cultivo. Según 
George (1996), una concentración de 20 mg/1 u� suerosa en el medio de cultivo prO\'OCa 
una mayor incidencia de \�trificación que una de 30 mg/1. Otros cumpllestos que se 
puedan manipular paro. reducir el problema de vitrificación son la;; citoquininas y el tipo 
de agar que se utilice. 



3. MATERIALES \' i\IETODOS 

3.1 LOCALIZACIÓN 

El ensayo se llevó a cabo �n el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagación de 
El Zamorano, Departamento de Francisco I'vlorazán, Honduras. 

3..2 MATERIAL VEGl::1'AL 

El mmcrial vegetal que .-e utilizó fueron segmentos de tallos de rosa miniatura con una 
yema axilar presente (Anexo 1). Este se obtuvo de dos plantas del edificio de Agronomía 
de 131 Zamorano y de una planta del invernadero del laboratorio. Las tres plantas fueron 
sometidas a aplicaciones semanales de Ridomil CT y Agrymicin, a manera de cwativos y 
prev�ntivos. Adelllii:; s�: aplicó semanalmente el fertilizante foliar Baytblan para a.segumr­
ten�"T" material vigoro�o. 

Una semana ames de In siembra se midió el gf()sor debajo de las yemas de los ,'ario� 
talios que poseían las plantas, paraasi determinar la Clllltidad de material disponible. 

3.3 EL EXPLAJ\'TE 

De acuerdo a las mediciones hechas, se determinó que el grosor promedio a utilizar para 
la siembra seria de 2 mm. La roma de material de la planta madre se llevó a cabo 
temprano en horas de la mai\ana, <XIrtalldo los tallo5 con rijerns de podar siempre encima 
de una yema para asi asegurar la brotación adectmda de la parte podad�. Antes del corre, 
se midió el grosor del tallo debajo de la yema más cercana al corte para determinar que su 
¡,>rosor correspondla al grooor pre>�amente establecido. Inmediatamente después de la 
poda, se eliminaron todas las hojas de la porción del tallo cortado y cualquier otro 
material vegetal, para sólo dejar el tallo con las yemas expu�sta:;. Estos tallos se 
tran�portaron al laboratorio en bolsa:; de plástico conteniendo una toalla de papel 
humedecida. Cada mañana se �Ieccionó y se tomó la cantidad de material necesaria para 
la siemhra del di a: lo sobrante se descartaba. 

Una vez en el laboratorio, se prepararon porciones de tallo de 1.5 cm de largo cada uno, 
con una yema al centro de cada segmento. Los cortes se hicieron con un bisturllimpio, 
sosteniendo los tallos C()ll una pinza limpia. Después de realizar todos los cortes se midió 
el grosor debajo de cada yema para asegurar lus 2mm. Las yemas cortadas se iban 
colocando en un beakcr limpio. 
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3.� DESII\'FECCIOl\ 

3.·1.1 Pruebas preliminnre!< 

Por la cantidad de material reqMddo para ht si�mbra de este ensayo, se him necesario, al 
principio de este trabajo, recurrir a un vivero externo para obtener d matt'rial vegetal 
iniciaL Las planta.� provenientes del campo, muchas veces naco un nivel de 
conuuninación bastanh: devado, por lo que s�< hi20 una siembrn inicial siguiendo el 
protocolo de esterilización �Uf)<->rficial p!e"l1amente establecido paru d laboratorio y que 
,<:e describe más !\delante. En esta primera prueba, todos los tubos �e conta1uinaron. 

Debido oJ alto grado de corrtaminación, �c procedió a aplicar las plumas madres 
semanalmente con una mezcla de Ridomil CT (4g/l) y Agrymicin (3 g/1), además del 
Bayrohm (2.5 mlfl). A las 3 s=anas de uplicación se realizó otra prueba de 
contaminación. 

En esta scgundll prueba se probar-on diferentes concentracioues de hipoc:lorito de sodio a 
dilbrcntes tiempos de c:q10ski6n. Los iTiltllmicntos y los resultados se muestran en el 
C(ladro l. Los dos tipos de medio que � pwbuon fueron: el primero, el medio que �e 
describe más adelante en el Cuadro 2 como medio A (medio A); el �egundo (medio B), 
llevaba un antibiótico, gontamicina, incluido a razón de 50 mg/1 que �e esterilizo por 
filtración y se agregti al m�dio de cultivo previamente e,�rilhndo en el autoclaw:. Esto 
se hizo a nivel de la cámara de flujo laminar. Bn cada tratamiento se �mbrnron lO tubos 
de ensayo. 

Cuadro l. Pre-e.nsayo de manejo de contaminación en el �t.ablcdmiento de rosa 
miniatura in vüro, El Zamoran� Hondura�;, 2000. 

Cnncc.iúaéión ok fripoclorfto de Sodio1 (% ingrediente adivo) i 
'J'iempo de 
exposici6n Medio u 0.5 1.0 LS 2.0 

Número de tubos contaminados 

o A 9 9 9 9 9 

• 9 9 9 S 9 

10 A 9 9 9 9 9 

• 9 S ' 9 7 

20 A 9 9 9 7 7 

• 9 S 6 6 7 

30 A 9 ' S S 7 

• 9 7 7 S 7 
1 Se utHi>ó una fummlación comcrcW al 5.25% de ingtcdiente activo. 
'Do 1 O lubm -=brndo' P"' trnr.Vtlienln. 

Como se puede apreciar en los resultados obtenidos de este pre-ertSayo, el nivel de 
contaminación de las plnntas traillas del campo no se puede eontrolnr con ninguno de los 



trntamientos aplicados, por lo que se tomó la dt.>cisión de lnl.blljar con el materinl 
disporuble para el labomtorio en el invernadero y los jardines del t.--.iificio de agronomía. 
Utilizando este material, se procedió entonces a hacer una terct:ra prueba preliminar de 
desinfección, utilizando el medio f\ ya des-crito de las prueba� anteriores, y el 
procedimienTo de desinfc�ción normalmente utilizado por el laborotorio. 

Debido al alto grado de contaminación que �e presentó en dos de las plantas provenientes 
del e:nerior, se probó la desinfección quimica sumergiendo los expl:mtes en una mezcla 
de Benlate y Agrymicin, a rw:ón de 3 gil cada uno, por media, una y dos horas con 
agitación constante como batamiento� previos a In siembro. Esta cuarta pru�ba no dio 
buenos rt.'"Sultados ya que no se redujo considerablemente la contnminación. Además, la 
exposición prolongada D estos qulmicos de una o dos horas provocó la muerte de las 
yemas, por lu que se decidió tmbojor con el método previamt.'lltc establecido en el 
laboratorio, sin el uso de antibiótico en el medio de cultivo y sin utilizar enjuagues en 
solución fungicida-bactcricida previo a la sieroln:a 

3.4.2 Esterili7.ación superficial 

Los explante� se colocaron en un benker que se cubrió con una gasa estéril, misma qlle se 
ajustó a la boca del beaker con una banda elástica. El beaker se colocó bajo d chorro de 
agua de la llave por quince minmos para realizar la limpieza sup<:rficial. l\·fiemm;; C;;ta se 
realizaba., se procedió a la limpieza de la cámam de flujo laminar, rociando mda la 
superficie con alcohol al 70% y limpiando con una toalla de papel. 

Um vez finalbtda la limpieza superficial de los explantes se drenó del b.:aker d agua de 
la llave, y se agregó ag\lli bid.esrilada en una cantidad suficiente para cubrir todos los 
c;.:plantes; el beaker se dejo tapado cun una gasa.. Para cada umda de siemhm se e:-.1rnjo la 
cantidad de e.>::plantcs requeridos para pasar inmedia!amente a In desinfección quimica 
superlídal. 

Para la desinfección qulmica superficial, los �::-.-plantes � colocaron en una solución 
desinfectnme de hipoclorito de sodio al 1.05% ingredierrte activo (!.A.), conteniendo dos 
gotas de Tween SO por cada 100 mi de soluci-ón. El hipoclorito de sodio se suplió en 
forma de cloro comercial Magia Blanca (5.25% LA). Los e:-.-plantcs se mantuvieron en 
esta solución dumntc JO minutos con agitación conslaJlte. 

3.5 i'rffiDTO NUTlU"flVO 

El medio nutritivo utili7.ado eonsi�liú en unn mndificación del medio original de 
Murashige &. Skoog (MS) con la adición de glicina. Los ma<..-roelem.entos �e suplieron '1.: 
lvl.S, porqtm en su concentración orit:inal puede ser muy fuerte, provocando o.�idación 
(George, 1996). Se prepararon tres ti pus de medio, variando agentes que pueden ser útiles 
para combalir la oxidación. La composición final de los medios �e muestra en el Cuadro 
2. El pH �e ajustó a 5.7. 



Cuudro 1. de los mediolt nutritivos para eontro\ de ltxidación en el 

Componente 



Con cada medio se probaron cinco concentraciones de la citoquinina bencil amino purina 
(BAP) de O, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/1. En combinación con éstas, se probaron también 3 
concentraciones de la auxina ácido indoleacético (AlA) de O, 0.1 y 0.2 mg/l (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Combinaciones de concentmeiones (mgll) de BAP y AL\. 
establecimiento de rosa miniatura in vitre, El Zamorano, Honduras., 2000. 

BAP 
AJA o 0.5 LO 1.5 

o 1 4 7 1 0  
0.1 2 5 S 1 1  
0.2 3 6 9 12 

Número de tratamiento 

3.5.1 Preparación del medio. 

para el 

2.0 
13 
14 
15 

-

Para la preparación del medio se utilizó una solución madre de macronutrientes !viS 
concentrada 1 0  veces (50 ml por litro de medio de cultivo), una >olución madre de 
micmnutrientes MS concentrada 1000 veces (l m! por litro de medio de cultivo) y una 
solución madre de hierro (FeNaEDTA a 50 mg/1) concentrada 200 veces (5ml por litro de 
medio de cultivo). Estas soluciones se agregaron de una en una a un beaker que contcnia 
agua bidestilada y se mantuvo en agitación con el uso de un plato agitador. Los 
compuestos orgánicos se prepararon en soluciones madres diluidas de 1 : 1  (1 mJ�Img de 
producto) y se agregaron de uno a uno a la mezcla. 

En el caso del medio A, luego se aforó a lill volumen de 3 litros y se ajustó el pH a 5.7 
con el uso de HCl y KOH. Se dividió en 15 partes iguales, de 200 ml cada una, para 
agregarle las diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento según el 
Cuadro 2. Seguidamente, se agregó el Agargel a cada uno de los 15 medios, y se 
calentaron para que éste se disolviera. Una vez disuelto, se dispt.""tlsaron en tubos de 
ensayo de 25xl50 mm a razún dt: 10 ml por tubo. Los rubos se identificaron previamente 
con un número y se taparon con tapones de plástico claro. Se e1.teriliz;rron en el autoclave 
por veinte minutos a una presión de 1 5  psi y una temperatura de J20°C. 

Al medio B, después de agregarle los compuestos orgánicos, se le agregó el ácido c!trico 
y d ácido ascórbico. Luego se aforó a un volumen de 3 litros, se le ajusto el pH a 5.7 y se 
realizó el mismo procedimiento antes descrito para el medio A. 

El medio C se aforó a un volumen de 3 1itros, se ajusto el pH a 5.7 y se dividió también 
en 15 partes iguales. A cada una de estas partes, después de agregar los reguladores de 
crecimiento especificados, se les agregó el carbón activado y el Agargel, y se siguió el 
pTOcedimiento ya d=rito. 

El producto frnal fueron 45 tratamientos con 20 tubos de ensayo por tratamiento. 



3.6 CRISTALERTA. E T;\'STRUi\ffi;\'TOS 

Toda la cristalería e instrumentos se lavó con detergente, se enjuagó eon a6'llll de la llave 
y luego se enjuagó con agua bidr:stilada, Lo cristalería se secó a una temperatura 
cun�lante de 120°C en un horno por ClliltrO horas. Los instrumentos se secaron al aire. 
Todo la cristaleria e instrumentos que s� utilizaron en la cimara de flujo Iamimr, como 
platos peui, piw:as y mangos para bisturi, se forraron con papd aluminio y después con 
papel unza. E�ms paquetes se esterilizaron en el autoclave por 20 minutos a una pre:;ión 
de 15 psi y temperatura d� 120°C. 

3. 7 .SIEMBRA 

Después de la desinfección qUJID.Ica, los cxplantes se llevaron a la cámara de flujo 
laminar donde se decuntó la solución desinfeclllnte en un beakcr. Los explantes st: 
enjuagaron tres veces eun agua bidestilada estéril; cada e{\juague tuvo una dW"aCión de 
cinco minutos. Luego los c:qJ\antes se e:>.."trajeron dd enjuague final con el uso de una 
pinl'--tt larga previamente c�tcrilhada y se colocaron en un plato petri. A cada e;.,.-plante se 
le cortó los extn.mos tlañados con el hipor:lorito de sodio, haciendo un eorte recto con el 
bisturí en el e.xtrcrno proximal y uno biselado �n el eh."trcmo distal, quedando un :t:amai!o 
final de e:>..1Jlanle de 0.7·0.8 mm. Inmediatamente los eh.']Jlantes se pasaran a una solución 
antio;cidante preparnda con 150 mgll de ácido cltrico y 100 mg/1 de ácido ascórbico en la 
cual s.: dejaron sumergidos dunrnte 10 minlilos. 

De la solución :mtim.:idnntc se pa=n n un plato ¡x:tri prC\�amente esterilizado. Con el 
uso de una pima lar<,;.t, se tomaba cada e.�plnnte para sembrar en cada tubo de ensayo 
teniendo el medio correspondiente. En cada tanda de e.'>:pl:mtes preparados se sembraron 
los 45 C).:plantcs correspondientes a eada tratamierrto. Al mom�:nto de la siembra se 
!lll<!gu:raba la polaridad de los explantes sembrándolos en posición \'ertical de manerJ. que 
el extremo proximal de curt� recto quedar:i en contacto eon el medio de cultivo. As! 
mismo, al momento de introducir el explank en el medio, se aseguró que la yema 
estul'iera en eomacto dirccco con el medio. Cada vez. que se abrla un tubo y antes de 
tl.parlo, la boca se Jlam..aba con el u.so de un mechero de alcohol. Una Ve.>; terminada la 
siembra, los tubos se sellaron eon Parafilm, sc marcaron con In fecha respectiva y se 
pa.'illrOn ni cunno de crecimiento. 

Los instrumentos utilizados para la siembra, pinl'll larga, pinza pequeila y mango con 
bisturí, mientras no se estaban usando se mantenían en un frasco con 70% de alcohol. 
Antes dt: cada u..<o se flarneahan en el mechero J' se enfriaban sunmyiéndolos en agua 
fria bidestilada estéril. 

3.8 CUARTO DE crn:ClJ\-llENTO 

Los 900 tubos de ensayo s� mantuvieron <!n el cuarto de crecimiento, que se mmrtiene a 
una tempt:r4Üir<! constante de 23°C-25°C, una irradiancia de 36 J.1IllOlm'2s'1 y un 



fotopcriodo de. 1 6  horas luz., utilizando tubos nuon:scerrtes del tipo blanco fria par<l tal 
fin. La estanter!a es de madera y los tubos de ensayo se ubicaron a 30 cm de la fuente de 
lw... 

3.9 VA!UABLES ESTUDIADAS 

Los tubos de ensayo se comenzaron a re\'i:;ar tn:s días después de la siembro. Los datos 
finales se tomaron 5 semanas despu<!s de la siembra. Las variables que se t'Studiaron 
fueron la.� siguientes: 

D!a.� a brotación * la yema se consid= brotada cuando esta desarrolla una pequeña 
protuberancia (Anexo 2). 

Días a apertura Ue lamina foliar - la lamina foliar se considero abierta cuando todos 
los folio los de la hoja compuesta estuvieran totalmente abiertos (Anexo 3 ). 
Diferencia entre dias de apertura de lamina !U liar y días a brotación. 
Número de folíolos que se abrieron, al abrir la lamina foliar. 
Vigor de los brotes (VB)- se hizo en base a una escala de 1-3, siendo 3 los brotes con 
mnyor vigor y 1 los de menor 1�gor. Las catcgorias se ilustran el Anexo 4. El vigor st: 
t:I'Rluó dos semanas d��pués de la siembro y ni flnal 
Contaminación (C) - los tubos de ensayo que mamaban algún tipo de contan:Unación 
se desechaban y se clasiflcaba el grado de cQntaminación en unn escala de l-5. Las 
categorias se ilustran en el Ane.xo 5. 
Oxidación (O) - los tubos que most!aron l.lll e.-.;;udado ca� se clasificaban en una 
e¡:cala de 1-3, siendo el grado 3 el grado de mayor oxidación y el grado l ningiln 
indicio de oxidación. Las caregoria.<> �e iltJStran en el Anexo 6. La oxidación se evaluó 
dos semanas de.>pues de la siembra y al Ji na l. 
Necrosis (N) -todo tallo que mostrara t�jitlll muerto se le asignaba una escala de 1-3, 
siendo 3 el grado de mayor necrosis y el 1 ,  o in ¡;Un indicio de necrosis. Las categorías 
�e muestran en el An�xo 7. También esta variable se evaluó dos semanas despu&.; de 
la siembra y al final. 
l�orrnación de callo- se determinó si st: prc�entó o no callo en los explantcs (Ane.xo 
S). 
Vitrificación - st: determinó si se presentó o no hiperhidr.uación de tejidos de los 
explames (Anexo 9). 
NUmero de brotes - se contó el número de brotes present�s en la brotación de la 
yema Para el anUJisis c:;tadistico, se ajustó igualando todos los brotes a una calidad 3, 
siendo los de calidad 2 equivalerrtes a 0.5 brote� y los de calidad 1, a 0.3. 
Largo de los brotes- al momerrto de la !mm; linal de datos, cada hrote se e:-.-najo del 
tubo y se midió en milfmctros el largo del brote principal. 
Pe� de los hrme:; - al c:-.tr:Jer los brotes se cortaban al ras del tallo y se pe;;ó todo el 
brote en gramos. 
Calidad de los brotes - Se jw.gó la calidad en base a una escala de 0-3, siendo 3 la 
mejor calidad y el O ninguna producción de brote. 



3.10 AI"ALISIS EST AOISTJCO 

Los tr'<ltamientos se urtl�n�mn en un arreglo factorial de 3x5x3 (medioxBAPxAIA) en un 
diseño completo al azar no onogonal o desbalanceado. Los datos �e analizaron utilizando 
el programa estadístico "Statistic:al Analysis System" (SAS®) veruión 6.2. por medio de 
un aiUi.lisis de varianza. 

Puro. comparar los trntamienlos, se realizó una trnnsfonnación de los datos obrenidos. La 
transformación a usar se deknninó haciendo una relación entre la varianza y la media de 
�udu varinble. T..as relaciones mayores que uno, se transformaron usando arcoseno. Las 
n:laciones menores qu� uno se tmnsformarnn C{)n raíz cuadrada más roiz cuadrada m:is 
uno, por tener medias menores de 2 (Zar, 1�&4). 

El un:ilisis de varianza �e reali7;S para las variables transformadas y no transformadas, 
pam determinar sí la transformación tuvo d efecto deseado aumentando la significancia y 
ajuste del modelo. 

Lu �eparación de medias ¡;e him paro todas aquellas variables dep<:ndientes cuyo modelo 
tuviL-ra una significancia menor o igual d� 0.1 y un R2 mayor de 0.2. Todas las variables 
independientes que tuvieran un P(F) menor d� 0.1 se compararon usando la diferencia 
mfnima sil_!llificaíiva. 

Las variables no p;uallletricas, como ser pres�ncia d� callo y vitrilkuci6n., se analizaron 
u:->andn la prueba chi·cundmdo. Las variables independien�es analiY.adilS en cada C"dSO 
fueron aquellas que la !it�ratura mencinnnba como influyentes en este aspecto, como el 
nivel de reguladores de crecimiento III.ili:-..a<lll y la interacción de ésto� con el medio de 
crecimiento. 

3 . 1 1  Ai\'ALISIS ECmWMJCO 

El análisis hecho fu� �ólo para los medios, para as! dctcrminar el medio menos costoso 
para fuurros ensayos. s� determinó el costo ¡l\lr lratllmiento tomando en cuenta los costos 
comunes y los diferenciales, obteniendo a panir de este, el costo por unidad de producto. 

Los costos de los tratamiento� �e evaluaron cstadlsticnmente con un análisis de varianza y 
luego una separación de medias. para nsi determin11.r el menor costo y �u significancia 
estadística utilizando la diferencia mínima signit1cativa para la separación de medias. 

Se obtu>1eron Jos costos promedios ¡x¡r brotes prod1.1cidos y el promedio � broteS 
oost:indares producidos. Con est11 información., se hizo un an:i.J.isis de costos mínimos y 
marginales para determinar el incremento de pn:cio por brote producido. 

3.12 ESQUEMA GENERAL DE Th""VESTTGACIÓN. 

En la Figma 1 se muestra el esquema general seguido durante la inY�stigación. 
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Figura l. Esquema general de investigación para el e.o;l:llblccimicnto de ri)Slt miniatura in 111tro, El Zamorano, Honduras, 2000, 



4. RESULTADOS YDISCUSION 

4.1 RESPUESTA FISIOLÓGICA 

Los resl.l!tados del análisis de varianza {Anexo lO) mostraron que las variables 
dependientes: días ll brotación, co:tJ.tamllJacióu, lllrgo y calidad no fueron estadísticamente 
significativas. El efecto sobre éstas variables no fue dado por el tipo de medio de cultivo, 
los cinco niveles de bencilamioopurina (HAP), los tres nivele;; de ácido indoleacético 
(AJA), ni las respectivas interacciones entre estos factores. 

La respuesta de las variables dependientes: apertura de lamina foliar, la diferencia entre 
apemrra de lamina foliar y dias a brotación, el número de hojas al momcmo de la apemrra 
foliar, el l'igor y el número de broks prodtwidos, no fueron suficientemente determinadas 
por las tres variables indepeodierrtes antes mencionadas. 

Todas estas variables dependientes describen el desarrollo del brote. Hubieron otros 
factores oo controlados que influyeron más sobre la respuesta de éstas variables. Uno de 
éstos pudo ser el material vegetal utilizado. Según Pierik {1987), el material vegetal por si 
mismo puede influir en el crecimierrto y desarrollo de los tejidos in vi/ro. La influencia 
que éste ejerce se debe al genotipo, la edad de la planta, la edad del órgano, el estado 
fisiológico del órgano, el estado san±truio de lll planta y las condiciones de crecimiento. 

En este ensayo, los factores que más pudieron influir sobre la baja determinación de las 
respuestas, fueron el genotipo, el estado sanitario de la planta y las condiciones de 
crecimiento. Esto se debió a que se asumió que las plantas usadas tenían nn genotipo 
uniforme porque las tres producen flores rosadas, determinando que son de nn mismo 
cultivar. Además, dos de estas plantas se encuentran al aire libre y una bajo invernadero, 
lo que modifica su ambiente de crecimiento y los niveles de contaminación endógena. 

George (1996) anota que la edad de las yemas de rosa y su posición dentro de la planta 
determina qu" tan "xitow � .,¡ toStabk<.:imiento dd cultivo in virro. Además Bressan el al. 
(1982), demostraron que la posición nodal de las yemas axilares de Rosa hybrida afectan 
marcadamente el crecimiento y el tleo:arrollo de los brotes en el cultivo in virro. 

4.1.1. Oxidación 

El grado de oxidación q(le se presentó en el establecirniento del cultivo se debió al efecto 
del medio, el BAP, el AlA, la interacción del medin con el BAP, rJ.el medio con ATA, 



del BAP con el AlA, y la interacción de estos tres factores. El efecto que tuvo el tipo de 
medio sobre la oxidación se muestra en el Cuadro 4. 

Cuadl"o 4. Efecto de tres tipos de medjo de cnttiw (A: testigo; B: eon ácido cítrico y 
ácido aseól"bico; C: con carbón activado) sobre la oxidación en el establecimiento de 
rosa miniatura in vitro El Zamorano, Honduras, 2000. 

Oxidación 11 
Oxidación 2" 

Medio A Medio B 
J.4i• 1.295 
1.86' J.67b 

Oxidación tomada a las 2 semana& de la siembra con CV"h=3J.S5. 
20xidaci&n tomada a las 5 =nanas de la siembra e<>n C\'o/,;39.53. 
'Medida en esoala l-3. siendo 1 ausencia de o�-idaci&n. 

Medio C 
1.03' 
1.12" 

� t:;Iedias co.n iguil letra en la misma líl• �o difi.,-"" e>todl>iícamente (P<O.l). 

P(F) 
0.0001 
0.0001 

+Prueba D.YlS. 

La mejor respuesta pum reducir oxidación se obtuvo, en ambos casos, con medio que 
contiene carl>ón activado (medio C) para el control de oxidación, seguido por el medio 
que cmr\iene ácido cítrico y ascórbiC<J (medio B). Con el medio sin ningún tipo de control 
(medio A) pum la oxidación se obtuvieron niveles más altos de oxidación, siendo las 
diferencias de respuesta presentadas todas significativamente diferentes. También se 
puede apreciar que !a oxidación tiende a aumentar a las cinco semanas de la siembra. 

La interacción de los tres tipos de medios utilizados y los cinco niveles de BAP, 
presentaron respuestas significantes en el grado de oxidación. El efecto de esta 
interacción se muestra en la Figura 2, Ane><o 11. 

--+--Medio A 

---<J---Medio R 
.--fr-. Medio e 

1 1.5 2 

Niveles de BAP (mg!l) 

'Medida en escala l-3, sieüdo 1 ausencia de oxidación. 

Figura 2. Efecto de la interacción de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B: 
con ácido cítrico y ácido ascórbico; C: con carbón actiyado) con cinco niveles de 
BAP (mg!l) sobre la oxidación a las dos semanas de la siembra en el establecimiento 
de rosa miniatura in vitro, El Zamorano, Honduras, 2000. 



La mejor respllf:sta se siguió dando con el medio que contenla carbón activado como 
control de oxidación, y con el medio sin ningún 'Compuesto para controlar la oxidación se 
obtuvieron los peores índices de oxidación. Se observó en todos los medios de cultivo 
que un nivel de BAP de 0.5-1.5 m gil, produce los mejores índices de respl!esta de 
oxidación. l.<Js extremos de las concentraciones usadas (O y 2.0 m gil) produjeron los 
índices más pobres de respuesta en presencia de los tres U pos de medio. 

Los tres tipos de medio de cultivo utilizados en intcracción con los tres niveles de AlA 
utilizados tambiim prod1.1jeron diferencias significaíivas de respuesta de la oxidación 
(Figura 3, Anexo 12). 

o l---
o.' 0.2 

Niveles de AL".. (mg/1) 

• Medida ea escala 1-3, siendo 1 ausencia de o�idaciOn. 

..........._Medio A 
--<>-11\ed!o B 
......,._l\!cdJoC 

Figura J. Efecto de la ínteracción de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B: 
con ácido cítrico y ácido ascórttico; C: con cur!:>ón activado) con tres nivclcs de AH. 
{mgll) sobre la oxidación a Ias cinco semanas de la siembra en el establecimiento de 
rosa miniatura in vilro, El Zamorano., Honduras, 2000. 

Invariablemerrte, el mejor control de laoxidacióu lo dio el medio que contenfa calbón 
activado. 1<1ientrns que la concentración de auxinas tuvo rm efecto variado, pero por lo 
geneml, a medida que aumenta la concentración de la misma, se aumenta la oxidación en 
los tres tipos de medio de cultivo. 

La efectividad del carbón activado para el control de oxidación se debe a que es capaz de 
remover productos secundarios secretados por los tejidos cultivados (Dodds y Roberts, 
1985). SegUn Georgc (1996), pm:de absorber fenoles producidos comúnmente en tejidos 
heridos. La mezcla de ácido citrico v ácido aseórbko es también efectiva, pero a menor 
grado. Esto se puede deber a la inestabilidad del ácidu ascórbico en el medio por ser 
termolábil (George, 1996), pero sigue siendo lo suficientemente efectivo en comparación 
al medio que no contenla ningún tipo de compuesto antioxidante. El aumento de la 



oxidación a medida que avanza el cultivo �e debe a que la pre;:encia de smnancias 
fenólicas mucbru; veces provoca que el explante continut e:-.:udamlu, h:niendo asi nn 
efecto catalítico. 

La ta.>a natural de formación de algunos compuestos fe:uúlicos depende de la tasa de 
crecimicmo de los tejidos cultil'ados, y de los niveles de citoquininas y au.xinas utilizados 
(Gl'f!rge, 1996). Muchas veces las concentraciones alw de estos compt!<.--stos provo= 
un aumenw en la oxil.laciún de los tejidos cultivados. Las concentraciones altas de 
au.>;inas, en especial, se asocian con una mayor ta:;a de oxidación (George, 1996), lo cual 
>e manifestó en el ensayo. Las citoquininas, hasta cierto punto, put:den inhibir la 
oxidación de algtmos compuestos, incluyendo la oxidación del mismo AlA, reduciendo 
así lu cantidad de l�noles producidos (Cit:nrge, 1993). Esto explica que las 
concentraciones medias de BAP hayan sido las más efectil'as para el control de la 
oxidación. 

.u .2 N ecroús 

La necrotiza.ción de tejido� se debió al tipo de medio uti!izaOO y a los nh-des de AlA. Los 
d(:ctos dt: los medios oobre la necrosis se muestran en el Cuadro 5. 

Cu:1dro 5.. Efecto de tres tipos de medio de cultivo lA: testigo; B: con ácido cítrico v . -
áeidu ascíirbico: C: con C>lrbún .activado) sobre ]>'t necrosis en el estnblccimiento de 

Al i¡¡ual que la oxidación, la necrosis se vio mejor controlada por la presencia de carbón 
activado en el medio d� crecimiento, seguido por el uso de icido ascúrbicu y icido 
citrko. Las diferencia.� mostradas de n:spucsta al medio son significativamente 
diJCrentes. También s� put:dt: observar la tendencia de la necro�is n aumemar a medida 
que numenta la edad dd cultivo. 

Independiente del efecto del medio de cultivu, d efecto que los treS niveles de AlA 
ruvieron sobre la necrosis se muestra en el Cuadro 6, moslralldo respuestas similan>:s a la 
oxidación. 



Cuadro 6. Efecto de tres nivele<: de ATA (mgfl) sobre la necrosis a la> dos semanas de 
la siembra en el establecimiento de ro� miniuturn in viD-o, El Z�morano, Honduras, 

O.l 
0.2 

CV%�3L57 

1.56" 

.. � Medi .. coa igual lclra nu diíí=n estadisticamemc (P<0.1). 
'Medida en escala 1·3, sleodu 1 aurencia de necrosis. 

+Prueba DMS 

Ln mayor concentmción de AlA en el medio de cr�cimiento produjo In menor presencia 
de necrotización de los 1cjidos. Lo;; niveles más altos de n�rosis se observaron con 
concentrnciones bajas de AlA, siendo las diferencias enrre O mg/1 y 0.1 mgJl no 
significativas. Por lo que podemos asumir qu� estos niveles de AlA mosrraron el mismo 
grado de necrosis. 

El etecto de los medios de crecimíento y los reguladores de crecimiento sobre la necrosis 
aUn no es muy claro. Las causas de la necrusio no han sido bien explicru:Jns por ningUn 
autor; inclusive en rosa miniatura no se considera como un problema. Esto se puede 
deber a que muchas veces su efecto sobre lo� tejidos es similar al de la oxidación. La 
n�:<:rosis provoca en rosa miniarura., pumas de los e).."Jl\antes quemadas o caf6;, tal y como 
se dcscn"be la oxidación en muchos tc.1os. La dili:n:ncia es que la nccmsis no provoca 
exudación de compuestog al medio. 

El efecto positivo del carbón activado puede deber�e a que éste, además de absorber 
compuesto inhibitorios, provO<la tambien el obscurecimiento dd m�dio, �imuinndo así las 
condiciones tradicionales de las plantas (Pierik, 1987). Como en d caso del ensayo, ¿,lo 
se pl.ldo w<iducir a m�no� problemas relacionados con necrosis y oxidación. 

El efecto de las au.xinas es aUn menos claro que el del carbón aclivmlu, ya que ésras más 
bien provocao la división celular y su elon¡,'llción (CIAT, 1991). G�rgc (1993), anota 
qu� el a!IIllento de las concentraciones de ATA conlleva a una reducción progresiva del 
desarrollo de cloroplastos. Esto puede ser una c;o;.plicación no tan acertada, ya que en el 
cnso de este estudio, el menor grado de necrosis s� dio con la maym conct:ntra.ción de 
AJA, aunque el nivel intermedio ¡JTovocó un� mayor o.ccrosis. 

-1.1.3 Peso promedio del brote por e'< plante {PPB) 

Muchas de las respuestas de las variables relacionadas coJI brotación no fuewn lo 
suficientemente e;o,.-plicadas por el mndelo. Sin embargo, el peso promedio del brote 
producido sí se puede explicar por el tipo d� mt�dio de cultivo utilizado, los niveles de 
BAP y AlA, y la interacción de los medios de cultivo con los niveles de HAP )' AlA .  



Los efectos en la respuesta dd PPB al medio de cultivo utiliY;¡do se muestran en el 
Cuadro 7. 

Cuadro 7. Efecto de tr� tipos de medio de cultiyu (A: testigo; B: con Jícido cítrico y 
iicido ascórbico; C: con carbón activado) .\obre el peso promedio (g) del brote por 
c�ph�nte en d e.<tablecimicnto de msa miniatura in �itrv, El Zamorano, Hondura» 
2aO='=·==���===========;��==========��h==== 

Medio PPB P(FJ 
A 0.09966 0.0001 

CV"/o"94.Sl 

B 0.1312' 
e 0.0641" 

��Medias con igual lotm no difo<'rcn e<mdlstieamente (P<O.I). 
'P= promedio del brot" (!!) por e:<planre. 

+Prucb• l.l)>.IS 

La mejor respuesta de peso a los tres tipos dt mt:dio se dio con el medio que comenia 
ácido cftricn y ácidu ascórbico. Los pesos m:is bajos se dieron en pn:sem:ia de carbón 
activado, a pesar de que �ste controla mejor la oxidación. 

E1 13AP juega un papel importante en el desarrollo dt' brotes adventicios, su efecto sobre 
las yemas de rosa miniatura en el establecimiento se rnuesmm en el Cuadro �-

Cuadro 3. Efecto de cinco niveles de BAP (mgn) sobre el peso promedio (g) del brore 
e).:plante en el �lnblttimiento de ru�>� miniatura in virro, El Zamorano. 

CV%-94.Sl 

0_5 
l. O 
1.5 
2.0 

0.1181' 
0.1052ob 
0.11 86" 

'" Medi._, wn i¡,'Ual letm no difieren estadlstieam<'lltn (P<O, \). 
1Pew prornediu del brulc (g) por explante. 

+Prucl>a D�\S 

lndepcodicntc del medio de cultivo que se utilice, un nivel a!to de BAP pan!. el =o de 
rusa minia� de entre 1.0-2.0 mg/1 produce los mejores respuestas de PPB. Los pesos 
más pobres se obtuvieron con la no-indusi6n t.lt! BAP al medio de cultivo, siendo ésta 

diferencia significativa con el resto de las concentraciones probadas. 

El AlA también juega un papd importanü' �n ti establecimiento de rosa miniatura in 
\'ltro. La respuesta del PPB a la presencia de este regulador de crecimiento se muestra en 
d Cuadro 9. 



Cuadro 9. Efecto de tres niveles de AlA (mgfl) sobre el peso promedio (g) del brote 
por m;;plante en el establecimiento de rosa mini:durtl i11 vitro, El Zamorano, 
Honduras, 2000. 

AJA (mgi! 
0.0 
0.1 
0.2 

C'l"/;r94.Sl 

PPB 
0.1 192' 
0.0949h 
o.ososb 

� b Medias ron ;guru letra no difitten estadlsticameote {P<O.l). 
1Peso promedio del brote (g} por exphmte. 

P F  
0.0004 

+Prue�>amts 

El agregar AJA al medio de cultivo para rosa miniatura, provoca una disminu�ión del 
PPB; contrario a todas las recomendaciones de agregar este regulador para mejorar la 
iniciación del cultivo m vrtro. La interacción de los niveles de auxina con los tipos de 
medio sigue teniendo la misma respuesta, y su efecto es tan llJ.alMI.do que el medio tipo A 
es igual al medio B cuando no se usa este regulador de crecimiento, como lo muestra la 
Figuru. 4, Anexo 13. 
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-<>-J\.!edio B 
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Figura 4. Efecto de la interacción de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; .B: 
con ácido cítrico y ácido ascórbico; C: con carbón activado) con tres niveles de AlA 
(mgll) sobre el peso promedio (g) del brote por crplante en el establecimiento de 
rosa miniatura in vitro, El Zamorano, Honduras. 2000. 

La mejor combinación para obtener los mejores PPB es el uso del medio B con O mgll de 
AlA, siendo es1adísticamente diferentes a todos los otros niveles. Este peso es el m�or de 
los tratamientos y combinaciones probadas para esra variable. El medio C siguió 
d=ostr:mdo su inefectividad con los tres niveles de AlA. 



La imeracl:ión de los tres tipos de medio de cultivo con los cinco niveles de BAP muestra 
una respuesta similar a la ya mostrada con los l!fectos simples de estas variables. Cumo 
mu�stra la Figura 5, Ane.xo 14, el medio R produce aún una m�jom en el PPB al 
combinarlo con niveles altos de BAP. El no agregarle BAP a este medio provoca que su 
respuesta en el PPB se igl.l!lle a la CQmbinaci6n de medio y nivel de AlA que dieron las 
respuestas m..ás baja.� sobre el PPB. En general, se ve como la no-inclusión del BAP al 
medio de cultivo aJCcla r�duciendo la respuesta del PPB en todo los medios de cultivo, 
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Figuro 5. Efecto de In intenocción de tres tipos de medio de culti\'() (A: testig.o; B: 
C()n úcido cítrico y :icidu ascórbiro; C; con l!ll.rb6n llctfnldo) con cinco niveles de 
BAP (mlifl) sobre el pe>.o promedio (g:) del brot� por explante en el e:;i.ablccimiento 
de r()� miniatura Ílf t•itro, El Zamorano, J:l()ndura.-;, 2000. 

Al provocar el medio C el menor grado de oxidación, se espent qu� su influencia positiva 
en éste aspecto se ven reflejado eu los as¡xc::tos productivos del brote. En el l-aso 
panicular de ek �:nsayu, el medio C disminuyo miÍs bien las respuestas de PPB. Según 
Gt:orge (l993). los efectos benéficos de! carbün activado dependen en su habilidad para 
absorber nn amplio rango de compuesto. El probkma es que no sólo absmb� sustancias 
inhibitorias de crecimiento, �ino que además puede absorber alb'Unos promotores de 
erl""Cimieuto e inclusive regular la cantidad disponible de cienos reguladores de 
crecimiento (Dodds y Roberts, 1985). SegUn Kyte (1987), el t:arbón activado muy 
posiblememe absorba citoquininas haci¿ndolas no disponibles para el cllitivu y 
pru,•ocando así resultado impredeCibles, llegando hasta a inhibir d crecimiento y la 
morfogénesis. 

El efecto del medio B sobre la mejora en respuesta del PPB se debe a su efe<;to 
antioxidante. Además, Gcorge (1996) indica que el il.eido cítrico a¡,"Tegado al medio de 
cultivo puede actuar como buffer y como nutriente, lo que pudo habl.:r ejercido un efecto 
positil'o sobre la respu.es!ll del PPB y resultandn �er el mejor medio para obtener una 
respuesta favorable. 



Las citoquiuinas juegan un papel importante en la brotación de yemas de rosa miniatura 
durante su establecimiento. El efecto de las citoquininas es más notable en el estimulo de 
la división cclular y control de morfogénesis, por lo que son efectivas para promover la 
iniciaciñn directa en los brotes (Geor�;oe. 1993). Esto se demostró claramente en es1e 
�noayo al tener el BAJ> un efecto positivo en los aumentos de pesos de los brote� 
producidos. 

BI BAP puede tambiCn t�ner un o:fecto positivo subo: la producción de brou:s múltiples. 
Hasegawa (1980), demostró que el grado de fonnación de brotes mli.ltiples de la rosa 
'lmproved Bl!i7.e' in vitro ptlede ser regulado principalment.c con la adición de 
ciwquinina, siendo la miÍs efectiva el Bt\P. Según George (1993), el establecimiento y 
prolifemción de broU:$ puOOe muchas veces ser salisfactoriamenlt: prumoYido Wlo por las 
citoquininas. Esto se demostró en el ensayo, ya que el uso de auxinn.s sin eitoquininas al 
medio no se hizo necesario para obtener un brmc de mayor peso. 

Según Pio:rik (1987), ésto se debe a que o:xi;5t�n e;,;phmk� qut: prud.I.!Ct:!l suficiente 
cantidad de au.xinas, por lo que no necesitan una cantidad adicional para conseguir la 
extensión y/o dh�sión de tejidos. La rosa miniatura se comporta de esta fonna. Ademis, 
George (1993) apu.nm que el AlA se desnaturuliza en el medio de cultivo y que el inicio 
d� los brotes se da a medida que se reduce la concentración efecth'a de o:stc regulador. 

Según Picrik (1987), las au.xinas a altas concentraciones producen la inhibición de 
vli.'ltagos mcilarcs y advt:nticios. Estimulan en su lugar la formación de callo que roba 
nutrimentos al brote par;!. su mejor desarrollo. 

Como se demostró en este ensayo, Gcorgc (1993) demostró igualmente que la adición de 
auxina.s, a medio de esmblecimiento con eitoquinina.�, fue innecesaria en la iniciación de 
muchos cultivos. La ro5a miniatura aparentem�ntc no responde positivamente a la adición 
de AlA en la primera o:tapa. Se corroboró la idea de que una relación citoquinina-au.xina 
alta es necesaria para la inducción dircC1a de hrotes en los c.xplantcs (Kytc, 1987). La 

comparación de la.� Figuras 4 y 5 demuestran que el efecto indep<:ndicnte del BAP sobre 
o:! PPB es más importante que el del AlA en rosa miniatura., ya que el medio B sin AlA 
resultó el mejoren �u clase y el medio B sin BAP resultó con el PPB mál; bajo. 

4.1.4 Callo 

La pre>;encia de ca1Jo �e analizó en base a lo� factores mis influ)'l!ntcs en el mismo que 
son: Jos niveles de AlA y la interacción de éstos nÍ\'1!lCS con los niveles de BAP, y el tipo 
de medio de cultivo utilb·..11do. La. influencia de los tres niveles de A fA sobre la formación 
o no de callo se muesu-.m <::n d Cuadro 1 O. Es tus resultados demu�stran que el aU!lle"to 
de la concentración de au.xinas, aumenta la presencia del callo en d desarrollo del 
cxplantc. La mayor incidencia de callo se dio al nivel más alto de ATA, y el más bajo, 
cuando no se agregó AlA al mt:dio de crecimittntu. 



Las auxinas se agregan a lo� medios en concentmcioncs altas para la formación de callo 
(Picrik, 1987)- Para este etlsayo no se req"eria la formación de callo, ya que la bro1:ación 
se espera que sea directamente de la yema para rosa miniatura. Esta formación de callo 
puede jugar un papel importante en la variable dependiente de peso, ya que la energía 
destinada a la fonn:u:ión del brote tiene que ser redireccionada a la formación de callo, 
resulrando en un brote más pequeño y raquítico. 

Cuadro 10. Efecto de tres niveles de AlA (mgll) �obre lll prcscncin de ca!lu [%) en el 
estublecimiento de rosa minia tu m in -.itro, lil J'..RmOnt[lo, Hondura� 2(}(}0. 

AJA (mg/1) O 0.1 0.2 P 

La forma en la que los niveles de AlA intL-ractuan con los tres tipus de medio de cultivo 
s� muestran en el Cuadro 11. Esta intcmcción es importante porque la diferencia de 
compuestos del m�diu pu�de afectar la re:;pues1a del e.xplantc a la presencia de AJA. 

Cuadro 11. Ef�o de la interaceíón de tr� niveles de AL.\ {mWl) coa tres tipos de 
medio de cultivo (A: wstigo; B: con IÍtido �!trien y itido a�Orbieo; C: con carbón 
activado) sobre !u presencia de callo (%) �n el e:;tahlecimiento de rosa miniatura in 
vllro, 1':1 Zamorano, Honduras, 2000. 

Medí o AlA (m gil) 
A 0.0 
A 0.1 
A 0.2 
B 0.0 
B 0.1 
B 0.2 
e 0.0 
e 0.1 

Presencia de callo (%) 
SI No 

2\.B{15nt/ 7S.87(56nl) 
69.23 (45165) 30.77 (20/65) 
71.43 (55n7) 28.57 (22fl7) 
25.86 (J5/58J 74.14 (43J5g¡ 
53.13 (34/64) 46.88 (30/64) 
51 .47 (35/68) 48_53 (33/liR) 
3.64 (2/55) 96.36 (53/55) 
5.71 (4no¡ 94.29 (66no¡ 

p 
0.001 

e 0.2 '
"T.C

�
��'""

.f.�
c-

---''·�77u(¿c5�� - ---�9 1�.2�3�(5�U�5�71
��c=�" ,.( ) Frecuencia de iucidenda de Ci1ll<>. +P¡�eba Cbi-cu:tdrad<> 

m medio C en general, presentó los mejores controles para formación de callo, siendo el 
aumcmo de incidencia con relación al aumento de AlA no muy dni.l;tieo como en el 
medio A y B; siendo d medio A con relación a los niveles de AlA, el más deficiente para 
controlar la formación de callo. Una cunc�ntntdón de 0.2 mgt1 de AlA, ya resulta alta 
parn el establecimiento de rosa miniatura, provocando la formnciOn nu 1\_'{jllerida de callo. 



El t:f�to del tipo de medio de cultivo en la mejora de la presencia de callo es notable, El 
uso de carbón activado reduce drásticamente la presencia de callo, por su habilidad de 
absorber compue$1,00 d�l medio, como reguladores, regulando así la actividad del AlA en 
su fonnación de callo. 

4.1.5 Vitrificaeión 

La hiperhidratación de tejidos es un proceso dilicil de Cj)ntmlar e impredecible. En este 
ensayo se presentó la vitrificación m:is relacionada a los aumentos d� BAP, como se 
muestra en el Cuadro 12. 

Cuadro 12. Efecto de cinco nh·eles de BAP (mgf!) sob� la >'Íiriflcaciún (%) en el 
c:;mbledmiento de ro.<ll miniatura in vi1ro. El Zamorano, Hondunl>, 2000. 

Vitrificación(%) 
BAP (mgll) Sl No p 

0.0 2.56 (31117/ 97.44 (1 14!ll7) 0.001 
0.5 23.73 (2811 1 8) 76.27 (90/118) 
LO 24.75 (251101) 75.25 (761101) 
1.5 31.45 {391124) 68.55 (85/124) 
2.0 30.23 (39/1292 69.77 (90/129) 

1 ( ) Frc<:Uencio de incidencia de vitrifiea.clón. +Prueba Chi..ru.adrado 

El aumento progresivo de los niveles de BAP, aumentan la presencia de l'itriflcación, 
pero Csto se da hasta lkgar a un nivel de 1.5 mg/1 de BAP. Una concentración mayor 
muestra un descenso �'11 la vitrificación. El mcdio que se combine puede af<Xtar estas 
respuestas, como se muestra en el Cuadro 13. El uso de carbón activado reduce el efecto 
dd BAP en provocar la hi[J<!rhidnuadón de tejidos. 

La única presencia de vitrificación en el medio C se dio con niveles de 0.5 y 2.0 mgfl de 
BAP. Ademis, en presencia de carbón activado en el medio de cultivo, la disminución de 
vitrificación se dio u medida que disminuyen los niveles de BAP, )' no a medida que 
aumentan los niYeles, como se observó con el �recto simple del B,\P independi=c del 
medio que se utilizó. A excepción del medio C, todos los medio� qm: se estudiaron 
aumentan la respuesta de vitrificación a medida que aumentan los ni ve:! es de BAP. 



Cuadro 13. Efecto de la interacción de cinco niveles de BAY (mg!l) con tn» tipos de 
medio de cultivo {A: testigo; B: con llcido cítrico y ácido ascórbico; C: con carbón 
aerivJJ.dO) sobre la vitrlfica6iin [%) en el establecimicoto de rosa miniaiuru ill vino, 

2000. 

La v:inifkación esta bajo la influencia de altns tasas de citoquininas (George. 1993). A 
o:;,"tas altas tasas de citoquininas, los brotes muestrun una mayor suseepribilidad a la 
vinificación. Para el eSTablecimiento de rosa miniatura, e�-o. suscep¡ibilid.ad �e observó en 
mayor proporción a niveles de 1.0-l .�mgl! de BAP. 

La vinificación también esta determinada por la cantidad de solmos en el medio 
(Pierik, 1987). A mayor cantidad de solutos, menor vitrificación por el potencial osmótico 
del IllÍ5lllO. El carbón activado aumenta. la cantidad de solutos, reduciendo asi la 
vitrificación. Además, como ya se bahía mencionado, tiene In capacidad de reducir la 
cantidad disponíble de reguladores de crecimiento en el medio (Kyte, 1987) lo que reduce 
el efecto que éstos puedan prcsemar sobre el porcentaje de vinificación. 

Si considel1l.n1.os sólo la vitrificación, se podria inf�:rir que para el Cl<lablecimicnto de rm:a 
miniatura s� hace fuvornble el uso de carbón activado. P"'o tomando en cu.entu d fuctor 
productivo de peso, est� cumpnesto no compensa su efecto positivo por la disminución 
que pro,'oca en el efecto que tiene de absorber nutrimentos del medio, incluyendo los 
reguladores de crecimiemo. 



4.2 ,\,'IALISIS ECONOMlCO 

4.2.1 Determinación de costos. 

La determinación de costos se hizo pan< cada 200 ml de medio que se usó por 
tratamiento. Uls costos comunes se calcularon en base a la cantidad de �olución madre 
urili7,.adu. El tipo de agemc para controlar la oxidación y las concentraciones de BAP y 
AlA utilizadas, represenl.llll los cosros diferenciales. Los cosros totales por tratamiento se 
muestran en el Anexo 15. 

Los costos por unidad de producto se calcularon en base a la cantidad de brotes 
estándares producidos �n cada trntamiento t:n relación a los costos de cada tratamiento. 
Los costos por tratamiento y por unidad de producto se muestran en d Cuadro 14. 

Cuadro U. Costo por medio de cultivo )' por brote estándar producido en el 
�� hl . . d ecmnento EJZ H d �ooo e rosa mlnllltul"ii m vttro, · �amorano, on ums,. -

Medio BAP (mg/1) AlA (mg/1) 
Costo por No. Brote Costo por Brote 

Medio IUS$) Estándares Estándar lllS$1 
A o o 0.3507 5.1 0,06 
A o 0.1 0.350� 4.0 0,09 
A o 0.2 0.3.512 5.8 0.05 
A 05 o 0,35-18 6.8 0.05 
A 05 0.1 0.3551 12.0 0.03 

A 0.5 0.2 0.3553 5.3 0.07 
A !.O o 0,3590 10.0 0.04 
A LO 0.1 0.3592 7.8 0.05 
A LO 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 '-' 0,08 
A 2,0 0.0 0.3673 13.1 0.03 
A �.0 0.1 0.3675 14.7 0.03 
A 2.0 0.2 0.3678 8.4 0.04 

B o 0.0 0.3816 2.6 0.15 
B o 0.1 0.3�18 5.3 0.07 
8 o 0.2 0.3821 5.3 0.07 
8 0.5 0.0 0.3857 12,6 0.03 
8 0.5 0.1 0.3860 16.8 0.02 
8 0.5 0.2 0.3862 6.8 0.06 
8 LO 0.0 0.3899 10.6 0.0-l 
B LO 0.1 0,3901 9.8 0.04 
8 LO 0.2 0.3904 9.6 0,04 

8 1.5 0.0 0.3940 15.3 0.03 
B L5 0.1 0,3943 9.4 0.04 
8 L5 0.2 0.3945 6.1 O.Oó 



0.1 0.39S4 20.3 
2.0 0.2 0.3987 17.5 0.02 

o 0.0 0.7354 2.7 0.27 
o 0.1 0.7357 7.5 O. 10 
o 0.2 0.7359 2.4 0.31 

0.5 0 0  0.7396 8.3 0.09 
0.5 0.1 0.7398 3.9 0.19 

e o -.o 0.2 0.7.Wl 5.8 0.13 
e 1.0 0.0 0.7437 0.9 0.83 
e l. O 0.1 0.7440 4.4 0.17 
e l. O 0.2 0.7442 2. S. 0.27 
e l.5 0.0 0.7479 5.1 0.15 
e 1 -.o 0.1 0.7481 7.8 0.10 
e 1 -.o 0.2 0.74&.+ 4.5 0.17 
e 2.0 0.0 0.7520 3.3 0.23 
e 2.0 0.1 0,7523 5.3 0.14 

Los costos m:is altos por tratamiento fueron Jo que )h:vaban carbón activado (medio C), y 
los de menores costos fueron aquellos que no llevaban ningún compuesto paru controlar 
oxidación (medio A). A medida que se numentan las concentraciones de rC!,'Uladores, se 
aumentan los costos de los medio dt: culti1•o. 

Los costos más bajos por brote est:i.ndar producido fueron los del medio conlt:nit:ndo 
ácido cítrico y ácido ascórbico como antioxidantes, y con 2.0mgll de BAP, en los tres 
niveles de AlA utilizados. Aunque el costo de este m�dio incn::menta con el incremento 
de AlA, aumenm mmbién el número de brotes est:indan-"S producidos, reduci�ndo así el 
costo para producir cada uno de éstos. F..&;ee medio, o permitió una mayor producción de 
brotes adventicios por la alta tasa d� citoquinina utilizada., o mejoró la calidad de los 
brotes producidos en comparación a los otros tratamieo10s . 

.i.2.2 Ev.aJuación est..adlstic.a de costos. 

La evalu.ación estadlstklt de co�to� �e realizó sollre los costos promedlos de cada 
tratamiento. Este valor difiere del costo por brote p;:¡rque "n �1 costo promedio por 
trntam.iento sólo los e.xplantes que pmdujcron brotes de c.alidad se consideraron. Todos 
los explan\L""S que no produjeron un brote, o produjeron un brote de calidad O no fueron 
considcmdDS, clev.ando asl el costo promedio. Los costos fueron ab$orbidos por los brotes 
de calidad 1·3. 



El resuJmdo de¡ análisis cstadhtico se muestra en el Anexo 16. Los rnayore� co�ios 
promedios «Sl:i.n asociados con el u:;o de carbón nc¡ivado, ya que la adición de tslc al 
medio awncnta los costos que no se ve uadueidu en una mayor producción de brotes 
estánillm:s. Aunque no todos los costos promedios del medio C son los estadlstic!llllente 
inferiores, todo� estos se agmpan entre los costos más elevados de medio de cultivo. 

Los medios que presentaron menores costos. aunque sin diferencias significativas, se 
asocian con los medios A y B, m:is que lodo con el B y con el nivel de O m gil de AlA. El 
nivel de cituquinina D.O tuvo un efecto tan marcado sobre los costos promedios. 

En general, se puede establecer que para el establccimierrto de rosa miniatum in l'itro, el 
medio B con Omgfl de AlA genera los mejores resultados económicos, en cuanto a costo 
promedio se refiere. 

4.2.3 Evuluudón EconómiC>t: productividad máxima y costo mínimo 

La evaluación económica se realizó contrastando el promedio de brotes t.-stándares 
producidu� pm tratmnknto contra el costo promedio por brote estl.ndar, Los costos 
margínal�s permiten evaluar los aumentos de los costos al aumentar producción, 
csper:indose un aumento de costo por awnento de producciOn, Para este ¡¡n¡\]isis se 
eliminaron todos aquellos rraramicntos cuyo costo fue supo..'rior al costo mínimo para 
producir la mbma o mayor cantidad de brotes. a los que se les llama dominados. 
Quedando sólo los dominantes para el análisis de costos marginales. En el Anexo 17 se 
muestran los costos dominados y los dominantes. 

Los costos dominantes del análisis de: co51os minimos nos generan sólo dos costos 
dominantes. la diferencia en producción de estos co�1os es de 90"/o, cuu una diferencia en 
costos de tan sólo 16%. En este aumento de costo se ve más que todo involucr.Wo un 
aumento de uso de reguladores de crecimiento. pero su uso se ve traducido muy 
favorablerneme en la producción. Un aumento relativamente bajo de costos, nos da 
aumentOs bnsutute alms de producción. La diferencia entre estos dos tr.rtamiemos no eJ; 
significativa, por lo que un análisis marginal no es válido. 



5. CONCLUSIOI\'ES 

El carbón activado �n d establecimiento de rosa miniatura controla bien la oxidación 
y la necrosis, pero reduce los pesos de los brote!> producidos. 

El uso de ácido cítrico y ácido ascórbico es efectivo en el control de oxidación en el 
�sl.abkcinriento de m�a miniarum, y además favoTable, por el aumento de peso 
observados en los brotes. 

I...a adición absoluta de ácido indoleacético (AlA) sin una citoquinina presente, para el 
e.<;tablecimiento de rosa miniatura no es necesario porque no produce una brotación 
favomble de las y�mao y en una dosi� aira de 0.2 mgll produce callo, que es 
indeseable en este m(1odo de micropropagación. 

I...a bencilaminopurina (BA.P) debe utilizarse en una dosis de 1-2 mg/1 en el medio de 
establecimiento de rosn miniamm, ya que a estas dosis da un buen peso del brote 
producido y la oxidación a estos niveles es acepmble. 

Agroeconómicamente, para el establecimi�nto de rosa mmuuum, un medio que 
incluya ácido cítrico y ascórbico, un nivel de BAP de 2.0 mg/1 y O mgll de AlA da 
re!iultados favombl�s: Este medio da buenas respuestas de Jos brotes a costos bastante 
bajos. eo especial en términos de brotes producidos. 

Para el establecimiento de rosa minianua in 1'1/r() se hac� ne�esario controlar f=ores 
como la procedencia del material vegetal y el genotipo utilizado. 

Trabajar con mat�rial traido directamente del campo es un proceso delicado que 
consume mucho tkmpo y = de obra, ya que este material viene con niveles de 
contaminación demasiados elevados, lo que dificulta el establecimiento del cultivo in 
vi/ro. De preferenda, d material deberá proceder de un invernadero, en el cual tanto 
el ambieme como la sanidad de la plan(ll estén bien conrrolados. Si se tiene que 
trabajar con material trafdo del campo, éste debe sujetarse a un manejo riguroso de 
sanidad. 



6. RECOMENDACIONES 

Utilizar material vegetal de una misma procedencia para fulurus ensayo.� de rosa 
miniatura. 

Aumenlllr la cantidad de material vegellll dis¡l'Jnible como planmción madre en el 
im•emadero de moa miniarura. 

Probar las dosis recomendada:; de los diferentes compuestos parJ. determinar si éstas 
no tienen un efecto detrimental en las eUipas sigukntes del cultivo. 

Utilizar diferentes tipo� de auxinas para determinar si alguna mra es efectiva en el 
establecimiento de rooa miniatura, ya que el AJA se considera la au.xína n1ás débil e 
inestable. 

Al preparar el medio de cultivo, asegurar una bm:na distribución de paniculas, en 
especial de c:ubón activado que tiende a asentarse en el fondo del tubo. 

La etapa de establecimiento dd,.,ria lle�•arse a cnbo por cuatro semanas, en lugar de 
cinco. A las cinco :;emanas comienzan a mos(nm;e deficiencias que indican la 
necesidad de pasar el material a un medio fresco. 



8. Ai'ffiXOS 

Anexo L Segmento nodnl para el establecimiento de rosa miniaturn in vftro, l'..! 
Zamorano, Honduras, 2000. 



Ant:Xu 2. Yemu brotudu en el e;;i:Jblc<:lmicnto de �o.<;a mini:ttura m t·itrv, El 
%.umoraoo, Hootlurus, 2UOO. 
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Anexo 3. Lamina foliar sbiertll en el estab!e<:imient() de r()sa miniatura in vitw, El 
Zam()rano, HondunJ.�, 2000. 



Anexo ;l. Categodas de vigor en el establedmiento de rosa miniatura in vitra, El 
Zamorano, U:onduro� 2000. 

(b) 
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Categorías de vigor: (a) vigor l; (b) vigor 2; (e} vigor 3. 
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An<:).;O 6. Cate:goría.� d<: o:dd<lCÍÓn en e! est;¡b!ecimi<:nto d e  rosa miniatur,¡ in �·ilm, El 
Zamornuo, 11 ouduras, 1000. 
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Categorias de Gxidación: (a) oxidación l; (b) oxidación 2; (e) oxidación 3_ 



,\ne,.;o 7. Catcgorlm; tic necrosis en el e:,t;!hlecimiento de rosa noiniatura i11 •·itrn, El 
Zu tno rano, Hond u rao. 21l()ll. 
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Catcgorlas de ne>:rosis: (a) necrosis !; (b) neewsis 2; (e) ne<;rosis 3. 



Anc.xo S. ('rc...,cncia de callo en el c:<nohlecimiento de ro:;a minintura m i•ltra, F.l 

Z11moranu, llunduras, 2000. 
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Aue;\;O 9. Presencia de vitrificación en el establecimiento de rosa miniatura in virra, 
El Zamorano, Honduras, 2000. 
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Anexo !(), ,\n:ílisis rle Varian?..a� dt: las vuriable.1 estudhul:1� t:n el cstablcdmicntu tic rusa rniuiatur,l /ll vltm, 1::1 
Zllmor:uHJ, llunduras, 2000, 
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Anexo 11. Efecto de la in1ernceión de tres tipo> de medio d e  cultivo (A: te:.-tigo; B: 
con úcid() cftriW, � ácido ascórbico; C; con carbón activado)con cinco niveles d e  

" 
'· ' 

letro nu di!ben <>""tadisticamenre (1'<0. 1). 
' ou,.,ocia de o.>Jdaci6n. 

0.013 

Anc:<o 12. Efecto de l!i interacción de tn:.> tipos de medio de culti,·o(A: testigo; B: 
con ácido cltrico y >Id do nscórhico; C: con carbón actiyado) con tre; niveles de AJA 
(mgll} sobre la oxidación a las cinco semanas de la siembra en el c:;t:J.bleeimicnto de 

¡ 

con igual lena no difieren estadísricamrntc (P<(I !) 
escala 1·3, �iendo l :J.Usencia de oxidación. 

0.084 
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Anexo 13. Ef<"cto de lu interacción de tres tipos de medio de cultivo{A: te;tigo; B: 
con ácido cítrico y ácido ascórbico: C: coo <:arbén activado) con tres niveles de AlA 
(m,gll) sobre el ¡J&O ( del brote producido en el establecimiento de rusa miniamra 
in 1 

· eon igu:ol letra no difieren esuulístkomonte {P<ll 1) 
1Peso promedio del brote {g) 

0.0506 

Ane"\;O J-1. �fecto de !u inlernccién de tres tipos de medio de cultivo (A: testigo; B: 
con ácido cítrico y ácido ascórbiro; C: con carbón uctivadu)con cinco niveles de 
BAP sobre el peso (g) del brote producido en el e:stallle6.miento !le roS!l 

, con igu:ol ]erra 110 difi=n e<tadi><ticamontc (P<O. 1 ). 
1i'e:so promedin del brote (g) 

0.0()62 



Anexo 15. Cm1o 1u1;dt�l ( USS) por tr:1 1:1 m l�n 1 o para el e.11a hl�ci 111 kn1o 1l e rosa m ini:11u n1 In 1•itro, El Za muruno, 11nnd u ra:;, 
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Anexo 16. EvaluaciOn estadlstica de rustos promedios pa:m el establecimiento de 
rosa miniaturo in vitro. Et Zamorono, Honduras, 2000. 

Medio BAP m ' AlA m /[ Costo Promedio S$ p 
A 0.0 0.0 0.60' 0,0001 
A 0.0 0.1 OA-9"b 
A 0.0 0.2 o.so•b 
A 0.5 0.0 0 --1-3.b 
A 0.5 0.1 0.35"b 
A 0.5 0.2 0.61"' 
A 1.0 0.0 0.19" 
A 1.0 0.1  0.35"b 
A 1.0 0.2 0.42'b 
A 1.5 0 0  0.23" 
A 1.5 0.1 0.41.¡, 
A 1.5 0.2 0.51 ... 
A 2.0 0.0 0.30' 
A 2.0 0.1 oAeb 
A 2.0 0.2 o.ss·b 
B 0.0 0.0 o 83bo 
B 0.0 0. 1 o 68bo 
o 0.0 0.2 o 96], 
B 0.5 0.0 0.3G.., 
B 0.5 0.1 0.28' 
B 0.5 0.2 o 4-S'" 

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 0.13" 
B 1.5 0.1 0.3r' 
B 1.5 0.2 0.35'b 
B 2.0 0.0 0.4-.J."" 
B 2.0 0.1 0.22' 
B 2.0 0.2 0.31" 
e 0.0 0.0 2.00d" 
e 0.0 0.1 0.83'"' 
e o. o 0.2 l. 91' 
e 0.5 0 0  !.06' 
e 0.5 0.1 I.60Jo 

e 0.5 02 1 090<1 
e 1.0 0 0  2 ..¡gf 
e l. O 0.1 1.59& 
e 1.0 0.2 1.36«1 
e 1.5 0 0  u S"' 
e 1.5 0.1 1.03"' 
e 1.5 0.2 0.90"' 



... Anexo 16 continuado. 

CV%,..64.37 

n.n 
0.1 
0.2 

�� Jl.l«iias con igual letra no dlflcren estadíoticamemc (P<ll. !). 

1.19"' 
1.04" 
1.4-f 

+Prueba D.). !S. 



Anexo 17. Evaluación ecou6mica: costu� mínimos parn e! establecimiento de rosa . • )(1(1(1 

Medio 

""� 

""'- Clasi:ticacilin 

m: � 
l3 0.22 1 .  9 1 

f- -t¡¡: �. 
35 0.26 

� p 12 0.27 o., 

39 0.28 1.36 

� 2 ili 0.· 

r-i: �� 
0.9l 

� � l 7  o� 
45 o. l8 

ffi: J2i . 

6 o. 0.61 

1- � 
' J2i . 

f---44 l.-14 ¡-¡;:¡-

f---k- m= :¡¡; 
1 �  

0.-19 1.03 
. 

l 

� � 52 o . .  

� 
0.56 0.55 ' 

=i * � 
S ' 

:¡¡; ' 
32 0.68 O.S3 

1 

� _12! �  24 

=!= t=k 
o� 



... An 17 ti do e..xo con nua 
23 

10 

13 

28 
25 
30 

14 

20 
19 

22 

29 

0.�9 0.30 D<>minado 

0.97 0.23 Dominado 

l .  O 1 0.30 Dominado 

1.06 0.44 Dominado 

1.09 0.23 Dominado 

1.09 0.31 Dominado 

1. 13 0.41 Dominado 

1 .20 0.28 Dominado 

1.26 0.36 Dominado 

1.33 0.26 Dominado 
1.35 0.22 Dominante 




