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Resumen

El cultivo in vitro de tejidos vegetales ha tenido un rol muy importante en la obtencion a
escala industrial de plantas sanas provenientes de ejemplares con caracteristicas deseadas gracias
a técnicas como la micropropagacion. Sin embargo, el establecimiento de un medio de cultivo
adecuado y las condiciones ambientales al interior del laboratorio son vitales para el
establecimiento de procesos efectivos de propagacion y esto se convierte en un reto mayor cuando
se trata de la propagacion masiva con fines comerciales en una Biofabrica de plantas. En el presente
trabajo se evaluaron diferentes medios de cultivo para la propagacion in vitro de Rosa sp. var. Natal
Briar en sus etapas de multiplicacién y enraizamiento, empleando yemas apicales y laterales para
la produccion a escala comercial en la Biofabrica de Plantas de la Sede de Desarrollo Tecnoldgico
e Innovacion de la Universidad de Antioquia. Para esto, se realiz6 un disefio completamente al azar
evaluando tres medios de cultivo (M1, M2 y M3) en la fase de multiplicacion con ocho réplicas de
tres plantulas por réplica. Se calculd el coeficiente de multiplicacion por medio y se establecié una
altura minima de tallo para llevar las vitroplantulas a fase de enraizamiento. Solo M1 no cumplid
este criterio. Los individuos de M2 y M3 fueron distribuidos en dos medios de enraizamiento
estableciendo cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4). Se midio la elongacion de los tallos de cada
tratamiento en la fase de endurecimiento. En general, no se hallé diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados en ambas fases, multiplicacién y endurecimiento (p < 0,05). En promedio
se obtuvo un coeficiente de multiplicacién de 1,5y 1,4 cm en la elongacion de los tallos. En
conclusién, los medios de cultivo evaluados en cada fase a pesar de no presentar diferencia

permitieron un desarrollo foliar y longitudinal adecuado para el proceso productivo.

Palabras clave: cultivo in vitro de tejidos vegetales, ornamentales, organogénesis,

reguladores de crecimiento vegetal.



Abstract

In vitro culture of plant tissues has played a very important role in obtaining healthy plants
from specimens with desired characteristics on an industrial scale thanks to techniques such as
micropropagation. However, the establishment of a suitable culture medium and the environmental
conditions inside the laboratory are vital for the establishment of effective propagation processes
and this becomes a major challenge when it comes to mass propagation for commercial purposes
in a plant biofactory. In the present work, different culture media were evaluated for the in vitro
propagation of Rosa sp. var. Natal Briar in its multiplication and rooting stages, using apical and
lateral buds for commercial-scale production in the Plant Biofactory of the Headquarters of
Technological Development and Innovation of the University of Antioquia. For this, a completely
random design was carried out evaluating three culture media (M1, M2 and M3) in the
multiplication phase with eight replicates of three plantlets per replicate. Only M1 did not meet this
criterion. The individuals of M2 and M3 were distributed in two rooting media establishing four
treatments (T1, T2, T3 and T4). The elongation of the stems of each treatment was measured in the
hardening phase. Overall, no significant difference was found between the treatments evaluated in
both phases, multiplication and hardening (p < 0.05). On average, a multiplication coefficient of
1.5 and 1.4 cm was obtained in the elongation of the stems. In conclusion, the culture media
evaluated in each phase despite not presenting difference allowed a foliar and longitudinal

development suitable for the production process.

Keywords: in vitro culture of plant tissues, ornamentals, organogenesis, plant growth

regulators.



Introduccion

La rosa (Rosa sp.) es una especie lefiosa muy atractiva no solo en el campo ornamental sino
también en la industria cosmética y alimentaria (Hamama et al., 2019), su demanda, principalmente
en el mercado internacional constituye un importante cultivo en Colombia (Villa & Arbelaez,
2019). Usualmente, los productores injertan las flores en portainjertos compatibles con el fin de
aumentar el rendimiento en la produccién (Davoudi et al., 2019). Los patrones de variedades de
rosa como Natal Briar, Manetti y Major han sido recomendadas por su capacidad de resistencia a
plagas y enfermedades, aclimatacion en invernaderos y mejorar las cualidades de las plantas
injertadas (Arion et al., 2020; Kwon et al., 2022). Entre estas, la variedad Natal Briar ha sido
ampliamente usada por mostrar, ademas, alto enraizamiento, la posibilidad de una regeneracion
mas rapida después del corte, la capacidad de adaptarse a diferentes medios de cultivo y la alta
resistencia a las enfermedades de la raiz (Shaafi et al., 2022).

Comercialmente, la propagacion de la rosa se realiza por semillas, estacas, injertos de vareta
y, principalmente, injertos de yema (Villa & Arbeldez, 2019). Sin embargo, también existen otras
técnicas como el cultivo in vitro de tejidos vegetales que permiten obtener un mayor nimero de
plantas clonales, libres de plagas y enfermedades e independiente de las fluctuaciones de las
condiciones ambientales (Villa & Arbeldez, 2019). De estas técnicas se destaca la
micropropagacion, que hace uso de la organogénesis y la embriogénesis somatica para la
propagacion clonal de plantas en recipientes cerrados bajo condiciones asépticas en cortos periodos
de tiempo y espacios limitados (Roberts & Schum, 2003).

Generalmente, en rosas, la micropropagacion se da a través de la proliferacion de las células
meristematicas de las yemas apicales o yemas laterales de los segmentos nodales, este tipo de
células regeneran en multiples brotes sin ninguna fase de callo intermedia (Pati et al., 2006). La
eficiencia de este tipo de propagacion estad dada por el niUmero de plantas obtenidas, el cual se
determina por el numero de yemas axilares preexistentes en el explante, posibilitando producir mas
de una planta por explante sembrado (Paz, 2000).

No obstante, la contaminacion de medios de cultivo, necrosis, pardeamiento y clorosis de
tejidos, la vitrificacion, adaptacion a las condiciones in vitro, entre otros, son algunos retos debidos

la mayoria a razones técnicas, bioldgicas o genéticas que deben ser superados en el cultivo in vitro



de tejidos vegetales estableciendo un protocolo adecuado para cada especie segln sus
requerimientos (Abdalla et al., 2022).

Para el desarrollo de los bionegocios de la Sede de Desarrollo Tecnologico e Innovacion de
La Universidad de Antioquia es necesario ajustar y facilitar la viabilidad de los productos resultado
de la propagacion in vitro. En este sentido y con el fin de aumentar la oferta de variedades
ornamentales surge la necesidad de aumentar la produccion de vitroplantas de rosa (Rosa sp. var
Natal Briar). De esta manera, en el presente trabajo se evaluaron diferentes medios de cultivo en la
fase de multiplicacién y enraizamiento basados en un protocolo preexistente. Los resultados de
esta investigacion permitieron contribuir a mediano plazo en el establecimiento de un sistema de

produccion masivo de rosas var. Natal Briar de alta calidad fisioldgica.



1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar la propagacion in vitro de Rosa sp. var. Natal Briar en la etapa de multiplicacion
por yemas apicales laterales y en la etapa de enraizamiento.

1.2 Objetivos especificos

« Evaluar la influencia de diferentes medios de cultivo sobre el desarrollo de vitroplantas de la
especie Rosa sp. var. Natal Briar en fase de multiplicacién y enraizamiento.

« Determinar el efecto de las condiciones ambientales in vitro en el desarrollo fisiologico de
plantulas de la especie Rosa sp. var. Natal Briar

» Comparar el porcentaje de supervivencia y la respuesta en campo de las vitroplantulas

endurecidas segun sus tratamientos in vitro.



2. Marco teorico

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se puede definir como un conjunto heterogéneo de
técnicas que permiten cultivar en condiciones asépticas células, tejidos y 6rganos vegetales,
Ilamados explantes, en un medio de cultivo artificial de composicién quimica definida y bajo
condiciones ambientales controladas (Mroginski et al., 2010). EI medio de cultivo incluye la
formulacién de sales minerales, vitaminas, azUcares y promotores/reguladores de crecimiento
vegetal; la combinacidn y proporcion de diferentes hormonas incidira en la formacion, crecimiento
y/o desarrollo de érganos y tejidos de la planta (Roberts & Schum, 2003).

La produccion de vitroplantulas inicia con la eleccion de los explantes, seguido de la
introduccidn in vitro con la desinfeccion de los tejidos e induccion del proceso morfogenético, ya
sea organogeénico o embriogénico hasta lograr el desarrollo completo de las plantas que se desean
producir (Alcaraz, 2021). Las aplicaciones practicas de las técnicas de micropropagacion son muy
amplias, en paises latinoamericanos como Costa Rica, Argentina, Cuba y Colombia se esta
empleando en la produccion comercial a escala industrial en infraestructuras especializadas como
las Biofabricas o laboratorios comerciales de vitroplantulas. Entre las principales ventajas de la
produccion industrial de vitroplantulas esta la multiplicacion rapida, en tiempo corto y espacio
reducido (Alcaraz, 2021) .

En rosas, la propagacién in vitro ha jugado un rol muy importante en la multiplicacion
rapida de cultivares con caracteristicas deseables y produccion de plantas sanas y libres de
enfermades (Pati et al., 2006). Sin embargo, muchos cultivos de rosa han mostrado desérdenes
fisiologicos como senescencia temprana de las hojas y muy baja tasa de multiplicacion bajo
condiciones in vitro (Matos et al., 2021). La formulacion de medios de cultivo ha sido ampliamente
estudiada en esta especie lefiosa con el fin de dar solucion a los problemas anteriormente
mencionados. Villa et al. (2019) formularon medios con diferentes concentraciones de reguladores
de crecimiento en el desarrollo de Rosa sp.; el medio que contenia 2 mg L™ de bencilaminopurina
(BA) y 3 mg L*! de acido naftalenacético (ANA) fue propicio para la multiplicacion y
enraizamiento de la planta. Roberts et al. (2003) recomienda el uso de gluconato de calcio para
disminuir la necrosis e hiperhidratacion del tejido vegetal de rosas. Matos et al. (2021) estimularon

la induccion de brotes empleando 2 mg L™ de AgNOs.



3. Metodologia

El proyecto se llevd a cabo en 5 fases: Fase 0: Seleccidén del material parental; Fase I:
Introduccion; Fase Il: Multiplicacion; Fase I1l: Enraizamiento; Fase IV: adaptacion ex vitro, como

se ilustra en la Figura 1.

Fase 0: Seleccion del Material parental.

Fase o Fase | Fase ll

v

LT T

Figura 1. Diferentes fases de la produccién de plantulas de Rosa sp. var. Natal Briar a escala de
Biofabrica

El material vegetal de partida fue tomado de plantas obtenidas previamente en el laboratorio
a partir de esquejes libres de Agrobacterium tumefaciens enviados por la empresa Florval Sede
Florval en Chia, Cundinamarca y que ya se encontraban endurecidas en condiciones de

invernadero.



Fase I: Introduccion

En primera instancia se hizo una inspeccién visual del estado fisioldgico de los esquejes
provenientes de plantas madre; se seleccionaron los entrenudos que presentaron una yema viable
y se clasifico el material entre joven y lefioso. Los esquejes adecuados fueron seccionados y
deshojados procurando no dafar las yemas laterales ni las apicales, esto basado en experiencias
previas durante la estandarizacion del protocolo.

El proceso de desinfeccion se llevo a cabo en el area de producto terminado de la Sede, alli
se lavo el material vegetal con jabon liquido 0,5 cm L y se agité manualmente durante 5 minutos
para remover impurezas como sustrato, principalmente. Después, se enjuag6 con abundante agua
hasta retirar los residuos de jabon.

Posteriormente, y en cabina de flujo laminar, el material se sumergio en etanol al 70% y se
agité manualmente durante 1 min. El alcohol se enjuagd con agua desionizada estéril. Luego, el
material se sumergié en solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% y Tween 20 (1 gota por
litro) y se agitd manualmente durante 5 min. Finalmente, se realizé un triple lavado con agua
desionizada estéril para remover el exceso de la solucion desinfectante.

En el proceso de siembra, se empled un estereomicroscopio dentro de la cabina de flujo
laminar para retirar los meristemos apicales y/o laterales con el auxilio de cuchillas y pinzas. Los
primordios foliares fueron retirados y los meristemos obtenidos se sembraron en medio de
introduccién previamente estandarizado en la Sede (Tabla 1). Esta siembre fue codificada como

Ros-01-E segun la codificacién manejada durante los procesos productivos de la Sede.



Tabla 1
Composicion medio de cultivo de introduccién

Componente Concentracion final

Sales macros M&S 4,26 gLt
Sales micros M&S 0,1glL?
Vitaminas M&S 1mlL?

BA 0,2mgL?
Azlcar 30gL?
Agar PTC 58¢gL?

pH 5,6

* M&S: Murashige & Skoog; BA: Bencilaminopurina; Agar PTC: Agar Plant Tissue Culture

Todos los medios de cultivo fueron preparados con minimo una semana de anticipacion a
su uso de la siguiente manera: se adicionaron todos los componentes menos el gelificante, se aford
al volumen deseado y se ajustd el pH adicionando HCI 1 M o NaOH 1 M segun la necesidad.
Seguidamente, se agreg0 el agar y se llevo a ebullicién para su dilucion. Luego, se dispenso el
volumen de medio requerido en recipientes de vidrio; 3 mL de medio por tubo de ensayo para la
siembra, y 20 mL por frasco de compota para las etapas de multiplicacién y enraizamiento.
Finalmente, se esteriliz6 en autoclave a 121°C y 15 psi durante 20 min.

Cada meristemo fue sembrado individualmente por tubo de ensayo y fueron dejados
en cuarto oscuro durante 15 dias. Transcurrido este tiempo se trasladaron en partes iguales a las
camaras de crecimiento No0.3 y No.4 las cuales tenian condiciones ambientales diferentes (Tabla
2). En ambas camaras las plantas fueron mantenidas con fotoperiodo 16 h luz bajo iluminacion
LED durante 4 semanas.

Seguimiento: con el fin de reconocer la respuesta fisioldgica de los explantes a diferentes
condiciones ambientales, se realizo la inspeccion semanal del material vegetal. Se identificaron
aquellos explantes que se diferenciaron y se descartaron aquellos que presentaban contaminacion,

oxidacion y/o necrosis.



Tabla 2
Condiciones ambientales de camaras de crecimiento

Parametro Camara No.3 Camara No.4
Temperatura (°C) 18-20 20 - 22
Humedad relativa (%) 30-55 35-70
PPFD (umol s m?) 17,33 19,91

*PPFD: densidad de flujo de fotones fotosintética

Fase 11: Multiplicacion

En esta fase se realizé un disefio completamente al azar (DCA) para evaluar la respuesta de
los explantes a diferentes (3) medios de cultivo (ver tabla 3). Las plantulas establecidas en la fase
anterior fueron distribuidas aleatoriamente y en misma proporcion en los medios de cultivo de
multiplicacion. La unidad experimental inicial fue definida como un frasco de compota con tres

plantulas en su interior. En total se establecieron 24 unidades experimentales las cuales fueron

dejadas en la camara de crecimiento N.4.

Tabla 3
Composicion medios de cultivo de multiplicacion

Concentracion final

Componente

Medio 1 Medio 2 Medio 3
WPM 23gL? 23gL? 23gL?
Vitaminas M&S 1mlL? 1mlL? 1mlL?
BA 2mg Lt 0,2mgL? 0,2mgL?
ANA 0,1mgL? 0,1mgL? 0,1mgL?
Azlcar 30gL? 30gL? 30gL?
Agar PTC 55¢gL? 55¢gL? 55¢gL?
Gluconato de calcio - - 25¢gLt
pH 5,6 5,6 5,6

* WPM: Lloyd & McCown Woody Plant Basal Salt



Esta etapa tuvo una duracion de 6 semanas conformada por 2 subcultivos realizados con
una duracién de 3 semanas cada uno. Se realizd el seguimiento a la formacion de brotes y

elongacion de los tallos. Los explantes contaminados fueron descartados.
Variables respuestas a medir en la fase de multiplicacion:
Se realiz6 un enfoque cuantitativo donde las variables respuesta fueron el coeficiente de

multiplicacién y la longitud tallo. EI coeficiente de multiplicacion se determiné como:

numero de brotes formados

Coeficiente de multiplicacion = namero de explantes introducidos (1)
Fase I11: Enraizamiento

De las plantulas que se desarrollaron en los medios M2 y M3 se tomaron aquellas que tenian
al menos 1,5 cm de altura para transferirlas a los medios de enraizamiento e inducir la formacién
de raices. EI nimero de individuos obtenido en cada medio de multiplicacion fue distribuido
aleatoriamente en los dos (2) medios de cultivo de enraizamiento (ver Tabla 4) siendo formados 4
tratamientos (Tabla 5). Fueron utilizadas las mismas condiciones de cultivo detalladas en la fase

anterior y se realiz6 seguimiento al desarrollo radicular en estas plantas.

Tabla 4
Composicion medios de cultivo de enraizamiento

Concentracion final

Componente Medio 1 Medio 2
WPM 23¢gL" 23¢gL?!
Vitaminas M&S 1mlL*? 1mlL?
AIB 0,1 mg L 0,1 mg L
ANA 0,1 mg L -
Azlcar 30gL? 30gL?
Agar PTC 559gL? 55¢gL*
pH 5,6 5,6

AIB: acido 3-indol-butirico



Tabla5
Tratamientos fase de enraizamiento

Medio enraizamiento
Medio multiplicacion

Medio 1 Medio 2
M2 T1 T2
M3 T3 T4

T1: tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: tratamiento 3; T4: tratamiento 4;

Pasados 15, 20 y 30 dias de la siembra en los medios de enraizamiento se realizé la
inspeccion visual de las vitroplantas para verificar la formacion o no de raices. Finalizada esta etapa
todas fueron llevadas a endurecimiento para observar la influencia de estos medios en el desarrollo
de la planta en campo.

Variables respuestas a medir en la fase de enraizamiento: se tuvo un enfoque cualitativo

relacionado con la presencia o no de sistema radicular bien formado.

Fase IVV: Endurecimiento

Las vitroplantas enraizadas fueron trasladadas al area de producto terminado para
lavar cuidadosamente sus raices con agua del grifo con el fin de retirar el exceso de medio de
cultivo. Posteriormente, las plantas se llevaron al area de invernaderos para realizar la respectiva
siembra en bandejas de germinacion de 50 pozos con turba manteniéndolas separadas segun el
tratamiento respectivo. Estas plantas fueron mantenidas en camara himeda en condiciones de
invernadero durante 2 semanas, aproximadamente. Pasadas estas dos semanas se evalud la
sobrevivencia y crecimiento de las plantas.

Variables respuestas a medir en la fase de adaptacion ex vitro: se realizé un enfoque
mixto, cuantitativo para las variables altura de la planta y nimero de hojas; y cualitativo para el

porcentaje de supervivencia.



Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) y por medio del software R Studio
(2022.07.2), los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y diferencia de medias
menos significativa de Fisher (LSD) con un p < 0,05. También se empleé la prueba de Kruskal-

Wallis parra datos no paramétricos cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad.



4, Resultados

Durante la fase de introduccion fue posible la obtencion de una mayor cantidad de yemas
viables en las ramas mas jovenes, las cuales de caracterizaban por la flexibilidad de sus tallos al
ser comparas con aquellas ramas que estaban méas lefiosas. Este proceso permitié identificar el
estado Optimo del material vegetal inicial que se debe utilizar para la introduccion in vitro de esta
variedad . La Figura 2 muestra el estado de yemas que no son aptas para la introduccion in vitro
de Rosa var. Natal Briar y aquellas que permiten la obtencion exitosa de vitroplantas de esta

especie.

Figura 2. Yemas de Rosa sp.var Natal Briar: a,b y c. no aptas para introduccion; d, e y f, aptas para introduccion.

De los meristemos exitosamente introducidos, no se observaron diferencias en la formacion
de hojas y elongacion del vastago entre aquellos provenientes de esquejes jovenes o lefiosos. De
igual forma, este desarrollo tampoco se vio influenciado en las primeras semanas por las
condiciones ambientales de las camaras de crecimiento donde se encontraban (Figura 3). Sin
embargo, al cabo de las 6 semanas de establecimiento se evidencid clorosis en los tejidos de algunas



plantulas ubicadas en la cAmara de crecimiento No. 3 (Figura 4), por lo cual todas las plantas fueron
trasladadas para la camara de crecimiento No. 4.
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Figura 3. Porcentaje de plantulas de Rosa var Natal Briar desarrolladas en las cAmaras de crecimiento No. 3y No. 4
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Figura 4. Sintomas de clorosis en plantulas de Rosa var Natal Briar en las cAmaras de crecimiento No. 3y No. 4
durante la fase de multiplicacion. a) Porcentaje plantas con clorosis. b) Sintomas de clorosis en plantula de rosa.

Los tipos de contaminacion mas comunes en el cultivo in vitro de tejidos vegetales son
debidos a bacterias (Shaafi et al., 2022) y hongos. En el presente trabajo, la contaminacion fue
debida Gnicamente a bacterias; detectable por la formacién de un halo blanco al interior del medio,
sobre la base del explante (Figura 5a) o formacion de colonias en la superficie del medio (Figura

5.c). El porcentaje de supervivencia (58,8%) fue notablemente mayor en comparacion con otras



introducciones de la misma especie realizadas previamente en la biofabrica (18,9%). Los resultados
de la fase de introduccion del presente trabajo (ROS-01-E) son comparados con la introduccion

Ros-01-F (no realizada en este estudio) en la Figura 6.

Figura 5. Algunos tipos de contaminacion en cultivo: a, b y c, por bacterias; d, e y f, por hongos

a u b n

® Viabilidad ® Contaminacion @ Necrosis

Figura 6. Resultados fase de introduccidn de Rosa var Natal Briar de dos establecimientos diferentes: a) ROS-01-E
y b) ROS-01-F

En la fase de multiplicacion se tom6 como criterio de seleccion el coeficiente de
multiplicacion (Ec. 1), definido como nimero de brotes viables formados por nimero de explantes
introducidos. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los medios (Tabla 6) por lo

cual se tomo6 como segundo criterio la altura de las vitroplantulas. Las plantulas con al menos 1,5



cm de altura fueron llevadas a fase de enraizamiento. De los tres medios de cultivo de
multiplicacion el 100% de las unidades experimentales del primer medio, M1, no cumplieron con

este criterio (Figura 7).

Tabla 6
Efecto del medio de cultivo sobre el coeficiente de multiplicacion

Medio de cultivo Coeficiente de multiplicacion

Medio 1 1,72 a
Medio 2 150a
Medio 3 1,33a

Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,5).
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Figura 7. Porcentaje de plantulas obtenidas en cada medio de multiplicacién que cumplieron o no con la elongacion
requerida para la fase de enraizamiento.

Sin embargo, a pesar de que el medio M1 no presentd ninguna plantula con la altura
requerida para la fase de enraizamiento, si presentd multiple brotacion de pequefio porte por
explante. Queda por evaluar la respuesta de estas plantulas en un medio con menor concentracion
de BA para favorecer la elongacion de los tallos. Por experiencias previas en la Sede se ha
evidenciado que al separar estos brotes de corta elongacion (< 1 cm) se induce la necrosis de todo

el tejido y se pierde el material vegetal.
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Figura 8. Plantulas en fase de aclimatacion en SUstrato alosa)0y,b) 17 dias.

Todas las plantulas mostraron formacion de por lo menos una raiz al paso de 6 semanas en
medio de enraizamiento. En la etapa de endurecimiento, al cabo de dos semanas de endurecimiento,
el 98% (datos no mostrados) de las unidades experimentales sobrevivieron. La Figura 8 muestra el
progreso de las plantas en invernadero; en el recuadro rojo se encuentra la Unica plantula que fue
descartada.

Finalmente, en relacion al numero de hojas y altura de las vitroplantulas durante su
desarrollo en condiciones de invernadero, tampoco se hall6 diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos T1, T2, T3 y T4 (Tabla 7). EI nimero de hojas no tuvo una
distribucion normal por lo cual se aplico la prueba de Kruskal-Wallis para datos no parametricos,
no hubo diferencia significativa (p < 0,05).



Tabla 7
Efecto de los tratamientos en la elongacion de las plantulas en condiciones ex vitro

Tratamiento Elongacion (cm)
T1 159a
T2 1,30 a
T3 1,28 a
T4 125a

Los valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (p < 0,5).



5. Discusion

El proposito de esta investigacion fue evaluar diferentes medios de cultivo y algunas
condiciones ambientales con el fin de aumentar el nimero de brotes por explante (coeficiente de
multiplicacion) de Rosa sp. var Natal Briar. El seguimiento se realizé durante todas las fases de
desarrollo de las plantulas hasta evidenciar su supervivencia en campo.

Los reguladores de crecimiento vegetal, también conocidos como fitohormonas, son
compuestos organicos producidos naturalmente por las plantas para controlar el crecimiento y otras
funciones fisiologicas (Katel et al., 2022); y que, en cultivo de tejidos, son adicionados al medio
de cultivo para inducir la diferenciacion de células madre o formacion de drganos, segun la
necesidad.

BA es una citoquinina sintética que estimula la multiplicacién de brotes (Roberts & Schum,
2003), lo que posiblemente explica la maltiple brotacion de los explantes en el medio 1 (M1)
formulado mayor concentracion de esta hormona (2 mg L™?) . Sin embargo, estudios en otras
especies lefiosas recomiendan la combinacién de citoquininas y auxinas para favorecer la
formacion y elongacion de los brotes. Kim et al. (2015) evaluaron el efecto de reguladores de
crecimiento en arandanos (Vaccinium sp.) y determinaron que las plantulas en los medios sin
fitohormonas o con solo presencia de BA no presentaron formacion de brotes. Hubner et al. (2007)
establecieron una influencia positiva en la multiplicacion de Aspidosperma ramiflorum (guatambu)
cuando las combinaciones de BA y ANA contenian una mayor proporcion de la primera que de la
segunda.

El calcio es reportado como uno de los elementos involucrados en el incremento y
mantenimiento de la calidad de algunas flores, como la rosa (Shaafi et al., 2022). Ademas, la
deficiencia de calcio puede resultar en la necrosis y vitrificacion de los tejidos vegetales. En la
mayoria de los casos de siembra de rosa, la adicion de calcio en forma de gluconato de calcio
incrementa las tasas de multiplicacion y elongacion en la fase de multiplicacién, y el niamero de
raices en la fase de enraizamiento (Roberts & Schum, 2003). En otros casos no tiene ningun efecto,
tal como ocurrid en el presente estudio, donde no hubo diferencias significativas entre los medios.

Algunos sintomas como la clorosis o el pardeamiento de tejidos pueden ser respuesta de las
plantas a condiciones de estrés: falta de nutrientes, condiciones ambientales, poca adaptacion a las

condiciones in vitro, entre otras. De manera especifica, el pardeamiento de tejidos se debe a la



acumulacion de melanina o compuestos fendlicos producidos por accion de enzimas oxidativas
(polifenoloxidasas y peroxidasas) (Abdalla et al., 2022). La respuesta de las plantas en la camara
de crecimiento No.3 puede ser debida a las condiciones ambientales pero no es posible determinar
si se debid a las compuestos mencionados anteriormente, seria preciso analizar estos tejidos o el
medio de cultivo al final de esta fase para determinar su presencia 0 no y considerar el uso de

antioxidantes en la formulacion del medio.



6. Conclusiones

Los medios de cultivo evaluados en cada fase no presentaron diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con los criterios de coeficiente de multiplicacion y elongacion del tallo
adecuados para la viable comercializacion de Rosa sp. var Natal Briar. Debido a esto, la empresa
podra seguir utilizando como base el medio de cultivo méas econémico para continuar con el
proceso de estandarizacion de la propagacion in vitro con el fin de obtener un mayor coeficiente
de multiplicacion.

Se pudo observar incidencia de las condiciones ambientales de las camaras de crecimiento
en el desarrollo de los tejidos vegetales, la clorosis de las plantas en fase de introduccién permitio
seleccionar el espacio propicio para el desarrollo de las vitroplantas.

Como no fueron observadas diferencias estadisticamente diferenciadas entre los dos medios
de enraizamiento, se puede establecer como criterio el costo del medio para su seleccion.
Adicionalmente, en base el aparecimiento de raices y al buen desarrollo durante la aclimatacion se
puede concluir que un tiempo de 15 dias es suficiente para la aclimatacién de esta variedad.

Las vitroplantas obtenidas en el laboratorio son capaces de sobrevivir a la fase de
aclimatacion y el respectivo endurecimiento puede ser realizado en bandejas de germinacion con
tapacUpula utilizando sustrato de turba durante 15 dias. Esto permitird a la empresa la venta tanto

de vitroplantas en frasco como de plantas aclimatadas/endurecidas segun solicitud del mercado.



7. Recomendaciones

Se recomienda a la empresa que la fase de multiplicacion de la Rosa Natal Briar sea
realizada en la cdmara de crecimiento No. 4 ya que las vitroplantas se desarrollaron de forma mas
saludable en las condiciones de dicha camara.

Como no fueron observadas diferencias estadisticamente diferenciadas entre los dos medios
de enraizamiento, se recomienda a la empresa utilizar el medio méas econémico. Adicionalmente,
en base el aparecimiento de raices y al buen desarrollo durante la aclimatacion se puede concluir
que un tiempo de 15 dias es suficiente para la aclimatacion de esta variedad.

Se recomienda hacer mas estudios especialmente en la fase de multiplicacién evaluando la
combinacion de reguladores de crecimiento entre citoquininas y auxinas para encontrar un punto
aceptable entre la brotacion y elongacion de los tallos. Adicionalmente, de no conseguir aumentar
el coeficiente de multiplicacion por la via de la micropropagacion por meristemos, se sugiere
revisar si la via para esta variedad es la organogénesis o la embriogénesis somatica (o revisar otro
tipo de explantes). Esto, en caso de que la solicitud o la demanda de este material producido in
vitro lo amerite.

De igual manera, se sugiere considerar la posibilidad de dividir esta fase en dos subetapas:
el primer subcultivo empleando una concentracion de BA alta, como en el medio de multiplicacién
M1; y la segunda, transfiriendo las plantulas a un medio con menor concentracion de esta hormona,

como los medios M2 o M3.
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