ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

“RESPUESTA DE EXPLANTES APICALES Y MICROESTACAS DE
CRISANTEMO ( Chrysanthemum sp.) VAR. ANASTASIA A DIFERENTES
FRECUENCIAS EN EL SISTEMA BIORREACTOR DE INMERSION TEMPORAL

EN LA FLORICOLA FLORISOL — SAN JOSE DE MINAS”

GABRIELA DEL PILAR GRIJALVA VALLEJOS

INFORME DEL PROYECTO DE INVESTIGACION PRESENTADO CO MO
REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR AL TITULO DE INGENIERO

AGROPECUARIO

SANGOLQUI — ECUADOR

2011



HOJA DE LEGALIZACION DE FIRMAS

ELABORADO POR
GABRIELA DEL PILAR GRIJALVA VALLEJOS

GABRIELA GRIJALVA VALLEJOS

DIRECTORA DE LA CARRERA DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Ing, Patricia Falconi

DELEGADO UNIDAD DE ADMISION Y REGISTRO

Dr. Carlos Orosco

Lugar y fecha : 13 de Octubre del 2011



CERTIFICACION

DIRECTOR CODIRECTOR
Dr. Darwin Rueda Ing. Elizabeth Urbano

Certifican:

Que el trabajo titulado “Respuesta de Explantes apicales y microestacas de
(Chrysantemum sp) var. Anastasia a diferentes frecuencias en el sistema biorreactor
de inmersién temporal en la floricola FLORISOL — San José de Minas”., realizado por
la Srita. Gabriela del Pilar Grijalva Vallejos, ha sido guiado y revisado periédicamente y
cumple normas estatutarias establecidas por la ESPE, en el Reglamento de

Estudiantes de la Escuela Politécnica del Ejército.

Debido a la importancia del tema recomendamos su publicacion.

El mencionado trabajo consta de un documento empastado y un disco compacto el
cual contiene los archivos en formato portatil de Acrobat (pdf). Autorizan a la Srta.
Gabriela Del Pilar Grijalva Vallejos que lo entregue a la Ing. Patricia Falconi, en su

calidad de Coordinadora de la Carrera.

Sangolqui, 20 de Octubre del 2011

Dr. Darwin Rueda Ing. Elizabeth Urbano

DIRECTOR CODIRECTOR



RESPUESTA DE EXPLANTES APICALES Y MICROESTACAS DERGGANTEMO
(Chrysanthemum) VAR. ANASTASIA A DIFERENTES FRECUEMS EN EL
SISTEMA BIORREACTOR DE INMERSION TEMPORAL EN LA FLRICOLA

FLORISOL — SAN JOSE DE MINAS

GABRIELA DEL PILAR GRIJALVA VALLEJOS

APROBADO POR LOS SENORES MIEMBROS DEL TRIBUNAL DE

CALIFICACION DEL INFORME TECNICO.

ACFICACION FECHA

Ing. Darwin Rueda

DIRECTOR

Ing. Elizabeth Urbano

CODIRECTOR

CERTIFICO QUE ESTAS CALIFICACIONES FUERON PRESENTAB EN ESTA
SECRETARIA.

SECRETARIA ACADEMICA



La verdadera Felicidad no consiste en tener
todo cuanto se desea, sino en desear cosas que
no se tienen y en luchar por conseguirlas.

JULIO ANTONIO MELLA

A los seres que me dieron un hogar calido dond=ecreun ejemplo vivo a seguir



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la gracia de vivir, la fuerza wtduntad para alcanzar mis objetivos.

A mis padres, Jacinto y Blanquita por apoyarmeaenlisqueda de mis suefios, por sus
preocupaciones y esfuerzos, y sobre todo, poeehdde tenerlos a mi lado.

A mis queridas hermanas Nubia y Alexandra por ssrcomparieras, amigas y ejemplo
a sequir.

A mis amigos, Jovy, Mauri, Marce, Mika y demasstatdes que la universidad me dio,
por los grandes momentos de lucha, desarrollogrialeompartida.

A la ESPE, Carrera de Ingenieria en Ciencias Agnagréas y su personal Docente, por
los valiosos conocimientos impartidos.

Al Director, Codirector y Biometrista del Proyecpmr sus acertadas recomendaciones
para el desarrollo de esta Investigacion.

A la empresa Florisol en especial a la Ing. Ampheda Vega y el Ing. Roberto Abad
por su acogida y apoyoincondicional en la realinacie mi tesis.

A Franklin por estar a mi lado y ser un gran appara la culminacién de mi tesis.



AUTORIA

Las ideas expuestas en el presente trabajo detiga@én, asi como los resultados,

discusion y conclusiones son de exclusiva respdidsdbdel autor



INDICE DE CONTENIDOS

CONTENIDO
Pag
. INTRODUCCION. .. oot et e e e e e e e 1
L. OBIETIV O S . e e e e e 3
1.1.1 OBIETIVO GENERAL. ...t e e e 3
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... ...t 3
1. REVISION DE LITERATURA . .. ... e e e e, 4
2.1.0RIGEN DEL CRISANTEMO ...t ittt e et e 4
2.2. IMPORTANCIA DEL CRISANTEMO .....c.cii it e, 4
2.3. BOTANICA DEL CRISANTEMO ... ..iue oot et 5
P2 T I 1= (0 ] 4T 11 1| = VR 5
2.3.2. Descripcion de laplanta......c.ooovvieii i, 5
2.4. MICROPROPAGACION.... ..ottt e e 6
2.4.1 OrganOQENESIS. .. .. uuueiitie et eeeiet et e ate e aan e e e e 7
2.4.1.1. RIZOGENESIS ...ttt ittt et et e e e e 8
2.4.1.2. CallogENESIS ... ettt e e 9
2.4.1.3. _CaUlOQENESIS ... cui ittt et e e e 9
2.4.2. Factores gue afectan |a organogénesis........ovvvviveeeeernennns. 10
2.4.2. 1 EXPlaNte. ..o 10
2.4.2.2. TOUPOIENCLA ... v vt e e e e e e e e e e e e ee e 11
2.4.2.3. Mediode CUltiVO. .....c.oovin i, 11
2.4.3. Requladores del crecimientQ.........ccoovveiiieiiii i, 13
2.4.3. 0 AUXINAS . ...ttt e e s 4
2.4.3.2. CIOCININGS. ... oot e e e e e 16
2.4.3.3. GIbErelinas.......coooo i 16
2.4.4. FACIOreS FiSICOS. .. vttt it e e e e e 17
2. 5. 4.0, LUZ . e 18
2.4.5. Cultivo de Brotes Preformados........cccovvvviiiiiiiiin e, 18
2.4.5.1, Cultivo de mMIiCroeStacas.......covvvivive i iieiiiee e 19
2.6.5.2. Cultivode callos .....cccovviieiiii e, 19
2.5. CULTIVO INVITRO DE CRISANTEMO....cccii i 20
2.6. SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL......coviieii e 21
2.6.1. Funcionamiento del Sistema.........ccooiiiiiiiiiiiiiii s 24
2.6.1.1 Sistema de Inmersion Temporal (RITA).................. 24
2.6.1.2 Sistema de Inmersién Temporal Cubano VieMeL...... 26
2.7. VENTAJAS DEL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL.......... 27
1. MATERIALES Y METODOS . ...t e e e e 29
3.1.UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION.......ooviveeeen.. 29
3.1.1. UbIcaciOn PoOlitiCa. ......cvv et e e e 29
3.1.2. Ubicacion GeOQrafiCa. .. ....ouvue i e e, 29
3.1.3. Ubicacion ECOIOTICA ... ...cov it 30
B 2. MATERIALES . ... i e 30
3.2.1 Fase de Laboratorio... .....ooe et 30

B.3.IMETODOS ..ottt et e e e e e, 33



3.3.1Disefio EXPerimental. ... ....couoveieein i e e 33

3.3.1.1 Factores €n €StUAIO. . ......uvieiiiiie e 33
3.3 1.2 TratamUENOS. ... et 34
3.3.1.3TIp0 de diSEMO. ..o 34
3.3.1.4 Repeticiones 0 bIOQUES. . ..o vvv i e e eeea 34
3.3.1.5 Caracteristicas de las unidades experitesnta............... 35
3.3.1.6 Croquis del diSER0.........ovviviii i, 35
3.3.2 Analisis EsStadisStiCO.....c.vviiie i 36
3.3.2.1 Esquema de andlisis de varianza...............ccoeevennne. 36
3.3.2.2 Coeficiente de variaCion........oocvvevvisviiiie i 37
3.3.2.3 Andlisis funcional ..........ccoiviii i 37
3.3.2.4 Reqgresiones y correlaciones. .....c.coovvvvevvvivinnvnnnn, 37
3.3.3 AnalisiS ECONOMICO. .....oviiiiii i e e e 37
3.3. 4 Variables a MeAIr. ..ot 38
3.3.5 Métodos Especificos de Manejo del Experimenta............ 40
VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES. .....oi i e e 43
4.1 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA. ..ot 43
4.2 TIEMPO DE BROTACION ....ouei et 47
4.3 PORCENTAJE DE BROTACION ...t 51
4.4 LONGITUD DE BROTES .oiiiiii i e e e e e 55
4.5 PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO  .oviiiii e, 59
4.6 PORCENTAJE DE CONTAMINACION. ..ot 63
4.7 COSTO DE IMPLEMENTACIO ... et 63
4.8 FRECUENCIA DE INMERSION  ..oouiiie e et 63
4.9 ANALISIS ECONOMICO .otniee e e e e e 64
V. CONCLUSIONES . ..o e 65
VI. RECOMENDACIONES ...ttt e e e e e e e e 67
VI RESUMEN . ..ot e e e e e e e e e eas 68
VL SUMARIO . . e e e e e e e e eas 69
IX. BIBLIOGRAFIA. .. ... it e e e e, 70
X AN X O S Lo e e s 73



INDICE DE CUADROS
CUADRO N° Pag.

Cuadro 1. Tratamientos para determinar la respuesta de meglaapicales y
microestacas de crisanten®@hfysantemunsp) var. Anastasia, a diferentes frecuencias
de inmersion en el sistema biorreactor VioveLuz...... .o veevvveiiiinnnn......34

Cuadro 2. Analisis de variancia para porcentaje de sobrexiee de plantulas de
crisantemo var. Anastasia bajo el efecto de dasstige explantes y tres tiempos de
T 0 LT 6570 o F PP 43

Cuadro 3. Efectos de los explantes sobre el porcentaje liegioencia de las plantulas
de crisantemo en el sistema de inmersion tempoodMaLuz........................... 44

Cuadro 4. Efectos de las frecuencias de inmersion sobrerekptaje de sobrevivencia
en las plantulas de CriSANtEMO. ... .....vuiiiri it e e e e e e e 45

Cuadro 5. Efectos de los tratamientos sobre el porcentagoteevivencia de plantulas
de
(o) 15572 191171 0 J PP PP 46

Cuadro 6. Analisis de variancia para tiempo de brotacidsalrevivencia de plantulas
de crisantemo var. Anastasia bajo el efecto deidos de explantes y tres frecuencias
de inmersion, en el sistema VioVEeLUZ.............ccooiiii i e, 47

Cuadro 7. Efecto de los explantes sobre el tiempo de brmade las plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmrek&i@velLuz......................... 48

Cuadro 8. Efectos de las frecuencias de inmersién en etmstVioVelLuz sobre el
tiempo de brotacion de las plantulas de crisanteanoAnastasia..................... 49

Cuadro 9. Efectos de los tratamietos sobre el tiempo deabi@h de las plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmek&idvVelLuz......................... 50

Cuadro 10. Analisis de variancia para porcentaje de brotadi@n plantulas de
crisantemo var. Anastasia bajo el efecto de dosstigpe expantes y tres tipos de
inmersion en el SistemMa VIOVELUZ..........oovii i e e e v 51

Cuadro 11.Efectos de los explantes sobre el porcentajeatadén de las plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmek&i@veLuz..................... .52

Cuadro 12. Efectos de las frecuencias de inmersion en etrastVioVelLuz sobre el
porcentaje de sobrevivencia de plantulas de cegamvar. Anastasia................... 53



Cuadro 13. Efectos de los tratamientos sobre el porcentajgratacion de plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmek&idvVelLuz......................... 54

Cuadro 14. Analisis de variancia para la longitud de brotegthntulas de crisantemo
var. Anastasia bajo el efecto de dos tipos de efgday tres tipos de inmersion en el
sistema

VIOVEBLUZ. .. e e e e e e e e e e e e e e e 55

Cuadro 15. Efecto de los explantes sobre la longitud de Brete las plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmgiisMelLuz......................... 56

Cuadro 16. Efectos de las frecuencias de inmersion en etrasstVioVelLuz sobre la
longitud de brotes de crisantemo var. Anastasia... .. ... ceeveiieeineinnan D7

Cuadro 17. Efecto de los tratamiento sobre la longitud detdsade plantulas de
crisantemo var. Anastasia en el sistema de inmek&@VeLuz......................... 58

Cuadro 18. Analisis de variancia para porcentaje de enraigatai de plantulas de
crisantemo var. Anastasia bajo el efecto de dosstigpe explantes y tres tipos de
inmersion en el sistema VIOVELUZ............ooi it e e e e e e 59

Cuadro 19. Efectos de los explantes sobre el porcentaje daizamiento en las
plantulas de crisantemo var. Anastasia en el ssstigrinmersion VioVelLuz.......... 60

Cuadro 20. Efectos de las frecuencias de inmersién en s VioVelLuz sobre el
porcentaje de enraizamiento de plantulas de casami/ar. Anastasia............... 61

Cuadro 21. Efectos de los tratamientos sobre el porcentajeemt@izamiento de
plantulas de crisantemo var. Anastasia en el sstrinmersion VioVelLuz......... 62

Cuadro 22. Desglose del analisis econdmico producido en Flaricola
I 5 64



INDICE DE FIGURAS

FIGURA N° Pag.
Figura 1. Sistema de Inmersion Temporal..........ccooie i i e e, 23
Figura 2. Fases del Sistema de Inmersion Temporal RITA...........cocvveeeennn.n. 25

Figura 3. Diagrama Electro- neumatico del sistema de Inmaersifemporal
VIOVEBLUZ. .. e e e e e e e e e e e e e e 26

Figura 4. Disefio del sistema de inmersén temporal VioVeldel proyecto
FEANZATOD. .. . et e e e e 36

Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de microestacas esydie tallo de crisantemo
var. Anastasia en el sistema de inmersion VioVelaudtivadas a 2,4 y 6
INMEISIONES/ATA. .. ..ot e e e e e e e e e 44

Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de apices y microastde crisantemo var.
Anastasia en las diferentes frecuencias de inmegsicel sistema VioVelLuz de 2,4y 6
INMEISIONES/AIA. .. .. e e e e e e e e 45

Figura 7. Porcentaje de sobrevivencia en los diferenteartiantos realizados en el
sistema de inmersion VioVelLuz enn explantes dewsté&sno var. Anastasia............ 46

Figura 8. Tiempo de brotacion en microestacas y apicesidantemo var. Anastasia a
2,4y 6 inmersiones/dia en el sistema de inmeMiOWeLuz............................ 48

Figura 9. Influencia de las frecuencias de inmersion etieehpo de brotacion de los
explantes de crisantemo var. Anastasia en el sésteninmersion VioVelLuz.......... 49

Figura 10. Tiempos de brotacion en los tratamietos realizatodpices y microestacas
de crisantemo var. Anastasia en el sistema de gidmeYioVeLuz....................... 50

Figura 11. Porcentaje de brotacion de microestacas y apieesridantemo var.
Anastasia, cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones/dial sistema VioVelLuz............... 52

Figura 12. Influencias de las frecuencias de inmersion groatentaje de brotacion en
apices y microestacas de crisantemo var. Anagtasghsistema VioVelLuz.......... 53

Figura 13. Porcentaje de brotacion en los diferentes trataiméerealizados en el
sistema de inmersion VioVelLuz en &pices y micas de crisantemo var.
N =] = L - 54

Figura 14. Longitud de brotes en microestacas y apices idantemo var. Anastasia
cultivadas a 2, 4 y 6 inmersiones/dia en el sistéimgelLuz........................... 56



Figura 15. Longitud de brotes de apices y microestacasidantemo var. Anastasia en
las diferentes frecuencias de inmersion probaded sistema VioVelLuz.............. 57

Figura 16. Longitud de brotes en los tratamientos realizaaosl sistema de inmersion
VioVelLuz en 4pices y microestacas de crisantemoAr@astasia...................... 58

Figura 17. Porcentaje de enrazamiento en apices y micr@estde crisantemo var.
Anastasia a 2,4 y 6 inmersiones/dia en el sistemardersion VioVelLuz........... 60

Figura 18. Porcentaje de enraizamiento en las diferentesdregas de inmersion en el
sistema VioVelLuz en apices y microestacas de ¢agamvar. Anastasia............. 61

Figura 19. Porcentaje de enraizamiento en los diferentdantiantos realizados en
apices y microestacas de crisantemo var. Anastasieel sistema de inmersion
VIOVEBLUZ. .. e e e e e e e e e e e e e 62



l. INTRODUCCION

La exportacion de crisantemo representa 1% deoldupcion de flores que se expende
en el Ecuador a otros paises, sin embargo pardlagjeepresas que se dedican a la
produccién de esta flor representa un porcentajsiderable los costos por la demanda
de produccion de flores para corte de crisantenm que requiere de la provision
continua en tiempo y forma de material inicial deceatente calidad fisiologica y
sanitaria. Por lo que es fundamental la renovagerstock de plantas madre dentro del
sistema de cultivan vitro debido al envejecimiento fisiologico de los clorpse se
manifiesta en una disminucion en la produccion dgquejes y en la pérdida de
sensibilidad al fotoperiodo, provocando asi que dmhes envejecidos florezcan en
condiciones no inductoras de dia largo, con la emmente pérdida de calidad de la

produccién de flores.

Es por esta razon que las técnicas biotecnologirata actualidad han tomado mayor
auge, ya que hasta el momento para muchas espagesales, los sistemas de
propagacion tradicional no satisfacen las divedsmwandas de estos cultivos. Por lo
tanto se han buscado variantes dentro del sistEmeultivo n vitro que permitan

alcanzar un mayor numero de plantas sanas, concidagade desarrollarse en

condiciones de campo y con menores costos.

En los Ultimos afos a nivel mundial, se ha dadsaltp en la automatizaciéon de la

micro propagacion, ya sea de forma completa o glaisea en la automatizacion de



algunas de las fases, es asi que en el afio 1940 €| denominado Sistema de
Inmersion temporal, creado en el CIRAD de Frant)a éste sistema, se logro a partir
de la aplicacion de un flujo de aire a uno de sascbs, el cual hacia subir el medio de
cultivo y luego de bafar los explantes, el medsrdedia por gravedad. Este método ha
revolucionado los métodos tradicionales de micrpagacion, pues se han logrado una
mayor tasa de multiplicacion, enraizamiento y aatamion, asi como niveles elevados
de supervivencia en condiciones de campo. Se plapie este sistema provoca cambios
en la atmosfera interna de los frascos, trayendwsigo un mayor crecimiento y
desarrollo de los explantes, ademas de que laspldtitas mantienen una capa
superficial de medio de cultivo hasta la proximanénsion, lo que evita la pérdida por

desecacion.

Por lo anteriormente planteado y por las grandatajes que ofrece este sistema, es que
nos hemos dado a la tarea de construir un sissgmi&r, para su utilizacion en los
Laboratorios de la Floricola FLORISOL, que perndtda empresa obtener su propio
material libre de contaminacion, apto para la mplitiacion masiva y la adaptabilidad al
medio que requieren, junto con pruebas de frecasmg inmersidon mas adecuadas para
el desarrollo de los explantes de crisantemo guesk@rincipal rubro de esta empresa

gue comercializa sus flores al exterior.



1.10BJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta de explanntes apicales y oestacas de Crisantemo
(Chrysanthemursp) var. Anastasia a diferentes frecuencias &ms&ma Biorreactor de

Inmersion Temporal en la floricola FLORISOL- Sasé&de Minas.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el porcentaje de sobrevivencia y el perde brotacién de dos explantes
de crisantemo cultivados en el Sistema de InmerBéinporal VioVelLuz.

- Establecer la longitud y el porcentaje de brotagumm explante de crisantemo
cultivados en el Sistema de Inmersion Temporal éioyz.

- Evaluar el porcentaje de contaminacion por envasebrbtes de crisantemo
cultivados en el Sistema de Inmersion Temporal éioyz.

- Establecer costos de implementacion en el Sistentandersiéon Temporal.

- Determinar la frecuencia de inmersibn mas adecpada la micropropagacion de
crisantemo en el sistema de inmersion temporal ¥iaM.

- Difundir los resultados y la metodologia del presarstudio a los interesados para su

conocimiento y aplicacion.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ORIGEN DEL CRISANTEMO

El crisantemo tiene su origen en Asia, principalimezn China y esta entre las
especies floricolas mas comercializadas en el m@kdranek, 1992).su cultivo se
trasladd a Japon donde se convirtié en una flalasgure recibia una veneracion divina.

(INFOAGRO, 2009 )

Fue introducido en Europa a través de Francia @iftiglo tercio del siglo XVIII.
Los primeros cultivos en Espafia coinciden conieldren el siglo XIX. El crisantemo
que actualmente cultivan los floricultores es uoridd complejo y la mayoria de las
especies de donde se han generado los cultivatesalesc son originarias de China:
Chrysanthemum indicum, Chrysanthemum morifoju@hrysanthemum x hortorurgl

crisantemo en maceta es denominBédranthema(INFOAGRO, 2009 )

2.2. IMPORTANCIA DEL CRISANTEMO

El crisantemo es una de las plantas ornamentalesyger importancia econémica
a escala mundial, por su empleo como flor cortadajo planta en maceta y como
planta de jardineria, en la actualidad represeatdetcera flor mas vendida. La

produccién es importante en varios paises europswep los Paises Bajos, Gran



Bretafia y Francia; asi como en Colombia, Ecuadstad®s Unidos y Canada donde

desde hace mucho tiempo es un cultivo industriddiza

En Centroeuropa, Japdn y Estados Unidos ha tessiopre una gran demanda

por lo que los trabajos de mejora genética son itaptes y han dado lugar a

numerosos cultivares con formas y colores, (INFOAGR009 ).

El Ecuador exporta 147 toneladas al exterior qpeesenta el 1% del total de

flores cultivadas. (INFOAGRO, 2009 ).
2.3. BOTANICA DEL CRISANTEMO

2.3.1. Taxonomia

El crisantemo es una planta ornamental, que perealegénercChrysanthemum

de la familia Asteraceae. Existen entre 100 a 2§fe@es de ellas entre las mas

utilizadas estanChrysanthemum, Anthemis, Pyrethate, (GRUPO OCEANO.,1999).

2.3.2. Descripcion de la planta

Es una planta por lo general perenne, con hojaboddes ondulados y casi
siempre algo aromaticas. Presentan gran diversidadlores, tamafio y formas florales,

pero, independientemente de la forma, pueden awveliminando las yemas axilares,



para producir una sola flor terminal de gran tam@tifwo uniflora) o dejar que las yemas
axilares se desarrollen y eliminar la yema term{tipb spray). (GRUPO OCEANO.,
1999).

Los Crisantemos se cultivan generalmente partiele@lesquejes que retofian en
primavera del pie de la planta madre o por la didisle la mata. Es necesario dividir
cada afio la planta madre debido al envejecimiemi@laque vuelve lefiosa a la misma

con la consecuente inhibicion en la producciénatalf

2.4. MICROPROPAGACION

La micropropagacion abarca una serie deidés de cultivo en un medio
estéril de distintos segmentos (explantes) de data] a los que se les proporciona
artificialmente las condiciones fisicas y qugis con el fin de regenerar plantas
enteras (Flores, 1998; Alvarenga, 2001). Bta dorma se puede utilizar como
explante el cotiledon, hipocdétilo, tallo, hojaaiz, meristemos, yemas axilares,

embriones, inflorescencias, pétalos, 6vulos y Emp{Vontero, 2001).

La micropropagaciéon se ha constituido en una téamigy eficiente para producir
plantas enteras fenotipicamente y genotipicten@®enticas a la planta madre de la

gue derivaron y libres de plagas y enfermedadesd$; 1998; Palmat al, 2002).



Durante el desarrollo de los tejidos, estos puddemar dos rutas alternas en
cuanto a su diferenciacion a partir de las cuadepueden desarrollar las diferentes

técnicas de propagaciéamvitro (Alatorre, 2002; Montero, 2001; Palreaal, 2003).

Organizado: se inicia mediante Organos queéesigsu crecimiento manteniendo sus

caracteristicas estructurales.

Desorganizado: se comienza con fragmentos u o6rggnesproducen tejidos sin

estructura definida (callo) a partir de los cuades forman embriones o brotes

adventicios para la regeneracion de plantas.

2.4.1 Organogénesis

La organogénesis son todos los procesos morfoldgmo los cuales las
estructuras en su forma natural forman o6rganos aut@omos en el explante
(protoplastos, ceélulas, callos, fragmentostejglo, fragmentos de planta), ( Endress,

1994).

Desde el punto de vista funcional la caréstiea mas importante de la
organogénesis, es el potencial organogenétidosiexplantes. La organogénesis se
presenta bajo cuatro vias morfogenéticas @oeducen a la rizogénesis o
formacién de raices, caulogénesis o formacion aeage callogénesis o formacion de

callo y la embriogénesis soméatica (Navarro & Pel8ag).



Aparentemente los factores quimicos mas imptet para la embriogénesis
somatica son las auxinas exodgenas, la fuente grieentracion de nitrégeno. Desde el
punto de vista de la micropropagacion es el sisteid@s eficiente, en cuanto al nimero
de plantas regeneradas por unidad de tiempo. Pdionge este método se pueden
obtener grandes cantidades de plantas alnetg® que por cada célula suspendida

en el medio de cultivo se esta diferencianda planta (Palmet al, 2003).

2.4.1.1. _Rizogénesis

La rizogénesis es el desarrollo de las raices #dien Desde el punto de vista

anatémico, consiste en la organizacion de iniciesloadiculares que se transforman en
primordios radiculares, éstos en condiciones adixsuarecen, atraviesan la corteza y
salen al exterior mientras que en el interior sgeegmnan con el sistema conductor de la

estaca (Baldini, 1992).

La diferenciacion y emision de primordios radicalgr suele venir acompafiado del
proceso de callogénesis en la base de la estacangide el acceso de patdégenos al

interior de la estaca pero no influye de ninglo atiodo en el proceso de la rizogénesis.

El desarrollo de raices es el tipo de dogands frecuente. La rizogénesis puede
ser promovida por auxinas, hidratos de carbono,(foperiodo y oscuridad). Las

condiciones cambian de acuerdo con la espadeida planta y en ocasiones segun



las variedades de una misma especie, porcual las variaciones en las

concentraciones de auxinas son diferentes (NagaRerea, 1996).

2.4.1.2. _Callogénesis

El callo puede definirse como el crecimiento deaoizado de una masa de células, que
se origina mediante la proliferacion de @dulparenquiméticas del explante inicial
(Montero, 2001). Los factores que mas pueden aféatformacion del callo son el
tipo de explante, ya que hay una mejor if@r@lcion de células cuando este
proviene de un tejido joven al tener un mayor patdrpara la division celular como
para la regeneracién de plantas, y el otro factal enedio de cultivo y sus condiciones

tanto fisicas como quimicas (Palma, 1995).

2.4.1.3. _Caulogénesis

Se define caulogénesis comadfd@macion de brotes a partir de segmentos de #ntal

0 de un callo. En gran numero de dicotiteds la caulogénesis ocurre mediante
el equilibrio adecuado de auxinas y citoasinenddégenas, para ciertos casos es
necesaria la adicibn de concentraciones bédgmsalgin regulador de crecimiento

(Street, 1977 citado por Navarro & Perea, 1996).



2.4.2. Factores que afectan la organogénesis

En el cultivo de tejidos vegetales para quaira un desarrollo organizado con
éxito, debe seleccionarse el explante, el medioudte/o y el control del medio fisico

(humedad, luz, temperatura y atmosfera gaseosto(da2002).

Cualquiera de estos factores o su combinacion puwddetar profundamente la
respuesta morfogenética, por lo que es ngBoesaalizar evaluaciones sistematicas
de tales efectos con el fin de establecar sistema caracteristico de

experimentacion (Roaat al, 1991).

2.4.2.1. Explante

La eleccion de un explante apropiado constituyerieter paso para el establecimiento

de los cultivos y se va a determinar segun el nojgterseguido y la especie a cultivar.

En general, cualquier parte vegetal puede servirocmoculo (Endress, 1994). Estos
incluyen segmentos de tallo y &pices, seesiomle raiz, hojas, inflorescencias,
pétalos de flores, tejido ovular y tejidog @lantulas tales como cotiledones,
hipocétilos y embriones de semilla; sin emgbarlos tejidos juveniles poseen un

alto grado de actividad meristematioavitro (Rocaet al, 1991).



En relacion con la especie vegetal utilizada, goimante tener en cuenta la variabilidad
asociada con el genotipo de las plantas. nity comun que en condiciones
idénticas de medio y ambiente, las respuestasttia gel cultivo de un determinado
explante de una especie difieran con el cultivgpleado. Ademas, las respuestas de los
explantes pueden variar notablemente con el eslad@sarrollo y edad ontogénica de
los mismos; por ejemplo a partir de secgorte tallo cercanas a los apices
caulinares se puede producir mayor cantidadneristemoides que a partir de la
porcion baja del tallo. Mas aun, puede habeacion en los requerimientos de
los reguladores de crecimiento para la organegjs segun el tipo de tejido usado

como explante, aunque estos sean de la misma esgBRadca et al, 1991).

2.4.2.2. Totipotencia

La totipotencia es la capacidad que tienen ladastlkde regenerar un tejido completo.
Las ceélulas diferenciadas pueden ser inducidas @aseso de desdiferenciacion, para
formar callo y luego mediante la accion de reguleslode crecimiento puede

rediferenciarse (Montero, 2001).

2.4.2.3. Medio de cultivo

El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidogetaes depende del uso del medio

nutritivo adecuado. Los usados mas frecuentememteggomover la organogénesis son



los de Murashige y Skoog (1962); el White (1963)Gamborg (1968), entre otros

(Rocaet al, 1991).

El medio de cultivo puede ser liquido o semi-sqlidio el medio liquido se elimina la
gravedad, la cual tiene gran importancia en elggoae desdiferenciacion; pues cuando
las células tienen posicion fija se produce un figg@o de polarizacion que hace que la
concentracion de sustancias de crecimiento norséame, situacion que no ocurre en
el medio liquido; por lo tanto, hay mayor homogeanian en la concentracion
permitiendo asi el proceso de desdiferenciaciéran@o se cultivan tejidos en medio
liquido hay contacto directo de estos con el mepaw, lo que hay una mayor y mas
rapida absorcion de nutrientes que en el medi@d@oAdemas, en el caso de que los
tejidos produzcan sustancias toxicas, éstas puatezliminadas por dilusién, ya que se

diluyen en el total del medio, por lo tanto bajadacentracion (Kuan y Ospina, 1990).

En los medios de cultivo la sacarosa es generaémerd de las fuentes carbonadas, en
algunos casos la concentracion puede alterar laguitacion del callo. Este efecto

también lo hace la proporcion auxina . citociniaeoreciendo la formacioén de yemas.

La sacarosa puede asimismo estimular la formaaocatio y cambiar la textura de los
mismos. La concentracion de carbohidratos tambféata el potencial osmético del

medio (Montero, 2001).



La caseina hidrolizada (0,02 . 0,1 %) es una fudateitrogeno organico no especifica,
la cual puede afectar cuantitativa y cualitativatees desarrollo organizado. La caseina
hidrolizada a sido comunmente utilizada para eséinel crecimiento de embriones y se
ha sugerido que su efecto se debe a un sinergisitte s aminoacidos que la
componen. En vainilla, este compuesto se ha usadta germinacionin vitro de
semillas; Granados (1991) mencionado por Alatd2€92), encontré que a medida que
se incrementaba la dosis de caseina hidrolizada emedio MS (1962), se aumentaba el
porcentaje de germinacion, sin embargo concluyesguefecto principal no es a nivel

de germinacion sino en la activacion posteriorcgetimiento de los protocormos.

El pH 6ptimo en el medio de cultivo de las espeaiesesta bien preciso, pero

usualmente esta entre 5,0 y 6,5. El pH puede infiae la precipitacion y absorcion de

nutrientes como también de fitohormonas (Retcal, 1991).

2.4.3. Requladores del crecimiento

Los reguladores del crecimiento son compuestosegupequefias cantidades y por la
naturaleza o estructura de su molécula estimutdriben o modifican el desarrollo de
las plantas. Algunos reguladores de crecimiento aorinas, giberelinas, citocininas,

etileno, acido absicico, inhibidores y poliaminBal(naet al, 2002).



2.4.3.1. Auxinas

El nombre auxina significa en griego 'crecer' ydado a un grupo de compuestos que
estimulan la elongaciéon. El acido indolacético ()Aés la forma predominante, sin
embargo, evidencia reciente sugiere que existeas @uxinas indolicas naturales en

plantas.

Aunque la auxina se encuentra en toda la plantapda altas concentraciones se
localizan en las regiones meristematicas en creaitmiactivo. Se le encuentra tanto
como molécula libre o en formas conjugadas inactivasando se encuentran

conjugadas, la auxina se encuentra metabolicamueida a otros compuestos de bajo
peso molecular. Este proceso parece ser reverkéleoncentracion de auxina libre en
plantas varia de 1 a 100 mg/kg peso fresco. Erragiet la concentraciéon de auxina

conjugada ha sido demostrada en ocasiones qustas@almente mas elevada.

Una caracteristica sorprendente de la auxina dsidde polaridad exhibida en su
transporte a través de la planta. La auxina espmtada por medio de un mecanismo
dependiente de energia, desde el punto apical plaréa hacia su base. Este flujo de
auxina reprime el desarrollo de brotes axilaresyddes a lo largo del tallo, manteniendo
de esta forma la dominancia apical. EI movimierddadauxina fuera de la lamina foliar

hacia la base del peciolo parece también preveainscision.

La auxina ha sido implicada en la regulacién dedmero de procesos fisiologicos:



- Promueve el crecimiento y diferenciaciéon celular,pgr lo tanto en el
crecimiento en longitud de la planta,

- Estimulan el crecimiento y maduracion de frutas,

« floracion,

« senectud,

« geotropismo,

- La auxina se dirige a la zona oscura de la plantajuciendo que las células de
esa zona crezcan mas que las correspondienteascélug se encuentran en la
zona clara de la planta. Esto produce una curvdtita punta de la planta hacia
la luz, movimiento que se conoce como fototrofismo.

- Retardan la caida de hojas, flores y frutos jovenes

« Dominancia apical

El efecto inicial preciso de la hormona que subse@mente regula este arreglo diverso
de eventos fisioldgicos no es aun conocido. Durkntdongacion celular inducida por
la auxina se piensa que actia por medio de unoeféptdo sobre el mecanismo de la
bomba de protones ATPasa en la membrana plasmaticeefecto secundario mediado

por la sintesis de enzimas.



2.4.3.2. Citocininas

Estimulan la division celular y se encuentran ersi ceodos los tejidos, son
particularmente abundantes en los granos, frutagcgs; son necesarias al igual que las
auxinas para la proliferacion de callo, favorecttanacion directa o indirecta de tallos,
estimulan brotes preformados o adventicios a pdetidpices, en altas concentraciones
inhiben la formacion, desarrollo y crecimiento déces, asi como pueden suprimir el

efecto estimulativo de las auxinas (Pakbal., 2002).

Entre las citocininas mas utilizadas en cultivo tdgdos vegetales, se encuentra la
benciladenina (BA), utilizada para estimular lalifecacion de las yemas laterales. La
BA se ha utilizado frecuentemente en el cultivovitto de la vainilla, haciéndose

necesaria para la obtencion de brotes vigorosas.dbais utilizadas varian pero una

concentracion arriba de los 5 mg ilesulta inhibitoria (Alatorre, 2002).

La diferenciacion de yemas se logra subcultivamdachllos en un medio que tenga alta

relacion citocinina . auxina; en cambio, para lgerénciacion de raices se requieren

medios con una relacion citocinina . auxina baja.nkedios con citocinina, algunas

veces ocurre la organogénesis directamente dedrbep{Montero, 2001).

2.4.3.3. Giberelinas

Las giberelinas son fitohormonas. Se producea eona apical, frutos y semillas.



Sus funciones son:

Interrumpir el periodo de latencia de las semilfegiéndolas germinar.

Inducir la brotacion de yemas.

Promover el desarrollo de los frutos (floracién).

- Crecimiento longitudinal del tallo

Es opuesta a otra hormona vegetal denominada abgitisico

Son obtenidas a partir del hondsiberrella fujikuroi (Fusarium heterosporiumn
provocando el gigantismo en el arroz. Estimulanakdrgamiento celular de los
entrenudos del tallo y los peddnculos florales. Remla dormancia de gran niumero de
semillas y brotes. Son generalmente empleadas remafde acido giberélico (Adp

(Navarro & Perea, 1996).

2.4.4 Factores Fisicos

Los factores fisicos que deben tenerse en cuentdasemperatura y la luz; el grado
higrométrico del aire no tiene mucha importanciagto que las plantas cultivadas

vitro se encuentran en una atmosfera naturalmente sat{Nadarro & Perea, 1996).



2441, Luz

Es el principal factor fisico y se ha demostrade tiene un efecto sobre el desarrollo
organizaddn vitro. Generalmente en los cuartos de crecimiento epéstodo utilizado
fue de 12 a 16 horas luz con una intensidad lumieictre los 1000 y 10000 lux
(Navarro & Perea, 1996). Un cambio de intensidadhica puede causar organogénesis
y cambios morfogenéticos especificos debido argifod de onda de la iluminacion

(Alatorre, 2002).

Temperaturageneralmente los tejidos vegetales cultivadogtro se mantienen en un
rango que va de los 20° C a los 25°C; sin embdagdemperaturas que estén dentro de
los 18 . 28°C son también efectivas. Las fluctuaesoque puedan ocurrir entre la

temperatura del dia y de la noche pueden estiftautaganogénesis (Montero, 2001).

2.4.5. Cultivo de Brotes Preformados

Mediante el uso de reguladores del crecimiento stemelan las yemas axilares
permitiendo la formacién de una planta por cadaaesiendo esto uUltimo lo que
restringe su eficiencia. Una de las ventajas qaeegmta este método es que las plantas

obtenidas muestran una alta estabilidad genétieaP1990).



2.4.5.1. Cultivo de microestacas

La micropropagacion de microestacas consiste @nwdat con la ayuda de reguladores
de crecimiento, el desarrollo de yemas axilares,rgqurmalmente estan dormantes por la
dominancia apical. La dominancia apical se mantEmque la corriente alimenticia que

asciende por el tallo se dirige a la yema apicabya las ramas laterales, debido al

gradiente auxinico que resulta de la producciéauwkena en el apice (Orellano, 1997).

La aplicacion de citocininas causa el inicio deigibnes celulares y la produccion de
auxina, a la que seguira automaticamente la lin@rate la dominancia apical (Bidwell,
1993). El subcultivo de estos explantes permitgraduccion de brotes en forma
exponencial. Ademas, el enraizamieimovitro es mas facil de obtener que en brotes

producidos por otras biotécnicas (Orellano, 1997).

2.4.5.2. Cultivo de callos

El callo es un tejido obtenido por medio del aisemto de oOrganos o tejidos
diferenciados, los cuales se llevan a una desdif&xeion celular, formando una masa
amorfa de tejido, como resultado de la proliferaadntinua y acelerada de las células.
La coloracién de este tejido también varia, puedgistir callos que carecen de
pigmentos, mientras que otros pueden ser de distionos de verdes, amarillo, café o

rojo (Hurtado y Merino, 1987).



El mismo autor cita que, la induccién del callo mewcolocando el explante en contacto
con un medio de cultivo que promueva y mantengarecimiento y una division celular
continuas. La proliferacion del callo se puedeiamicasi a partir de cualquier drgano

vegetal: hoja, raiz, polen, embriones, semillaggentros.

El cultivo del callo se puede dividir en las sigués etapas:

- Induccion: las células inician el crecimientayttaen nimero como en tamario.

- Proliferacion celular: el callo aumenta su madalar al maximo.

- Induccidén de la diferenciacion: en esta etapaolsiienen meristemos (apicales y
radiculares), embrioides, tejido vascular, entresot

- Envejecimiento y pérdida de la capacidad delioriento acelerado.

2.5. CULTIVO IN VITRO DE CRISANTEMO

Como consecuencia de mdultiples infecciones parsvir viroides se ha hecho
necesario recurrir a la técnica de reproducciowitio del crisantemo, siendo esta una
alternativa de solucion para dicho problema disprashose de cantidades suficientes y
necesarias de plantas en el tiempo requerido asb dambién lograr rescatar y

regenerar variedades del mismo.

Céceres (2005) compar6 la utilizacion de fertilteancomerciales para la
preparacion de los medios de cultivo en crisantecom el medio basal de MS.

Consiguiendo resultados satisfactorios con la pargcion.



Linareset al (2003) quien cultivé crisantemos libres de ageptadgenos, a partir de las
plantas sometidas a termoterapia durante tres samaéelecciond el medio MS

suplementado con 1mg'lde Acido Giberélico (A@), obteniéndose un 67,74% de

formacion de plantulas, 74,67% de sobrevivencigldetas a la termoterapia y un 97%

sobrevivencia al proceso de aclimatacion.

2.6. SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

En el cultivoin vitro, el uso de medios liquidos ha presentado grarelgsjas en varias
especies, sin embargo en algunas se produceodtiifin de los explantes, es por esta
razon que se considerd la opcidon del disefio densést de inmersion temporal, que
evitan la exposicion constante del explante al mdédicultivo, mediante un sistema que
pone en contacto el explante con el medio en fonteamitente cada cierto periodo de

tiempo (Teissort al.,1994 citado por Florestal., 2002 ).

Los problemas que presentan los medios liquidoslgguser superados por métodos
alternativos, como los biorreactores (Damiab@l, 2003), cuyo principio basico es la
inmersién peridédica de los explantes en el mediocdkivo, lo que permite el

intercambio gaseoso dentro del recipiente.



Una unidad de inmersion temporal utilizada normal@econsiste en dos recipientes
interconectados por tubos de silicona (figura liménezet al,1999). Uno se usa para
la mantencion del medio y el otro para el cultieolals explantes. Para la ventilacion se
ajusta un filtro esterilizable en cada recipieffenimero de veces (frecuencia) y el
tiempo que las plantas son inmersas en el mediegggan mediante un programador

conectado a valvulas selenoides.

Al abrir una de las valvulas el medio es inyectddsde el recipiente de mantencion al
del cultivo; al abrirla otra vez, el medio vuelMerecipiente de mantencién. Con este
sistema los explantes son inmersos en el medialtieacsélo por un tiempo definido,
permitiendo la absorcién de nutrientes por todaugperficie (Alvardet al, 1993). El
intercambio gaseoso se restaura cuando el medialtilo es trasladado a recipiente de

mantencion.

Las ventajas de mantener un cultivo en un SIT ymsiures aspectos: un mayor contacto
entre la biomasa vegetal y el medio, la inexistenl® restricciones en el intercambio
gaseoso Yy la posibilidad de controlar la composidgi@ medio, asi como la de la
atmosfera dentro del biorreactor (Ziv, 1995). Esstaracteristicas se reflejan en
mayores tasas de multiplicacién y en un mejor delbarde los explantes; por ejemplo,
en estudios realizados con frutilla Don y manzaataGe observé un aumento de 85 y

131% en la tasa de multiplicacion, respectivam@dsenianoetal., 2003).



Figura 1. Sistema de inmersion temporal.
A) Vista general; B) Unidad de inmersion temporal.

Otros estudios realizados en cafia de az(®ach@rumspp.) mostraron una tasa de
multiplicacién de 8,13 + 0,6 explantes cuando dévéuen SIT, comparada con 4,0 +
0,8 versusel cultivo en medio semisélido (Lorenzb al, 1998). Otro ejemplo es el de
papa Desirée (Jiménetal, 1999):

« 22,5+ 0,4 cm de altura, con mas entrenudosnesistema de inmersion temporal

* 6,5+ 0,1 cm de altura, en medio semisélido

Los sistemas de inmersion temporal también han stilzados exitosamente en
produccién, para la obtencién de un mayor nimeroutteos y tubérculos. Por ejemplo,
en papas de las variedades Desirée y Atlantic sab un promedio de 2,8 y 3,1
tubérculos por explante, respectivamente, compatadol a 1,5 tubérculos obtenidos
normalmente en medio semisoélido (Jimératzal, 1999). El peso fresco de los
microtubérculos también fue mayor en el primeresigt. No existe informacion

respecto de la tuberizacion de plantas de cald®en S



Para el funcionamiento efectivo de un SIT debestgxdondiciones éptimas de cultivo
(Ackermannet al, 2003); ademas de factores ambientales comosidfgsh luminica y

temperatura, se debe considerar: frecuencia y Getegnmersion, densidad del cultivo,
volumen del medio y composicion y duracion del iealt Estos factores se deben

determinar para cada especie y etapa de desarrollo.

El sistema de inmersion temporal se inicio con mpleo de unidades de filtracion
comercial que se modificaron con un tubo de silidagectando presion de aire al
compartimiento inferior se logra que el medio deltivon ascienda y moje
periodicamente los explantes. El laboratorio Biptrdel CIRAD en Montpellier
desarrollo y patentdé otros disefios, cuyo nombreecoia es RITA (Recipiente para

Inmersion Temporal Automatico) (Floresal, 2002 ).

2.6.1. FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA

2.6.1.1.Sistema de inmersion temporal (rita)

El sistema de inmersidbn temporal funciona mediafitefases que se explican

acontinuacion:



FIGURA 2. Fases del Sistema de Inmersion Temporaludomético RITA

Fase emergida. Esta fase es la de mayor duracion.

1. Los explantes estan colocados sobre un disesptmja de poliuretano.

Fase sumergida. La duracién de esta fase se define por experangmt pero siempre es
muy corta: Puede variar de 1 minuto por dia hastecds 15 minutos por dia.

2. Una sobrepresion de aire estéril, aplicada @atee baja, permite al medio de cultivo
subir a la parte alta donde se encuentran los ebg3a

3. El aire inyectado permite la oxigenacion del imeHI aire de la parte alta se renueva
totalmente.

4. Pasado el tiempo de inmersion, la bomba de sereapaga. Las presiones se
equilibran, y el medio vuelve a bajar por gravedad parte inferior. Por capilaridad,

una fina pelicula de medio se mantiene en contadice los explantes (CIRAD, 2001).



2.6.1.2. Sistema de Inmersién Temporal Cubano Mioive

C T

;ﬁ lﬁw“
5l
c

vi

vl

FIGURA 3. Diagrama Electro-neumético del Sistema denmersion Temporal
VioVelLuz



C1ly C2 son enchufes que se conectan a 110 volts.

T1 y T2 son controles de tiempo “Timers” que fumeio con voltaje alterno de 110
volts.

R es un interruptor electromagnético “relay” castcontactos 1,2y 3

S1y S2 son vélvulas electromagnéticas que funnicoa voltaje alterno del10 v

C es un compresor que funciona con voltaje altdmd10 volts.

V1 y V2 son vasos de vidrio de 260.

Segun Jiménez y Colmenares (2004) el sistema ingoleado por los Franceses RITA
es mucho mas costoso que el sistema VioVelLuz (@)daste sistema es muy sencillo
para su fabricacién y fue construido en su totdlidan componentes que se pueden

comprar en el comercio local, con excepcion ddilivss, que son de importacion.

2.7 VENTAJAS DEL SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

a. Disminucién del costo de la mano de obra, dehith facilidad de manipulacién de
los explantes y del cambio de medio.

b. Permite una mejor nutricion mineral. Un contaestrecho entre la superficie de los
explantes y el medio durante la fase de inmerd$t@n.capilaridad, una fina pelicula de
medio se mantiene sobre los explantes.

c. Fuerte disminucion de los problemas de asfixigitoficacion de los tejidos en
comparacion con una inmersion permanente.

d. Renovacion completa del aire dentro del rectpieinrante cada inmersion.



e. Mejor separacion de los tejidos o células begeeto de las burbujas.

f. Control de los procesos morfoldgicos debido fridauencia.



ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacién Politica

La investigacion se realiz6 en el laboratorio ddtivau in vitro de la floricola
FLORISOL, ubicada en la provincia de Pichinchat@arQuito, parroquia San José de

Minas, sector Alobuela.

3.1.2. _Ubicacién Geografica




3.1.3. Ubicacion Ecoldgica

Altitud 1925msnm
Temperatura (media) | 23,08°C
Precipitacién (anual) | 500 — 600 mm
Suelo Franco Arenoso
pH 6,5-7,5
Vegetacion Eucaliptos
Aguacates
Toctes
Pasto Elefante
Kikuyo

Cultivos de alfalfa

Citricos ( mandarina principalmente)
Flores de verano ( crisantem
hypericum, lilis, gysophila, solidago)

3.2. MATERIALES

3.2.1 Fase de Laboratorio

a) Material vegetativo

- Explantes: Microestacas de Crisantemo

- Explantes: Apices de Tallos de crisantemo

b) Material para creacion e implementacion dekgist de inmersiéon temporal

Filtro ¥2” 50 micras manual- semiautomatico

- Filtro coalescente %2 manual semiautomatico 0,01um

1 filtro regulador ¥2” 50micras manual — semiauttic@0-12 bar

- Electrovalvula 5/3 1/8" Reaccion resorte, seleecadistida central

- 2 Bobinas tipo 22 D=8 BA

- 2 Fichas de conexion tipo 22 LED 220v

- 2 Silenciadores tecnopolimero ajustable con llave %



- 4 Conectores Codo giratorio macho T/P 8 ¥4 FOX
- Conector Recto 6mm 4M5

- 6m de manguera de poliuretano 6mm azul
- 2 Reguladores de caudal 8x8

- 16 Conectores union T 8 FOX

- 20m de manguera de poliuretano 8mm azul
- 1 Gabinete metalico de 20x20x15

- 3 selectores de 3 posiciones

- 20mt de cable flexible #18

- 2Bushinde:a %

- 1 Mandmetro de 0 a 60 psi glicerina

- 1 Llave de paso % vuelta

- 2 Neplosde 172 X 4”

- 2 Fusibles de vidrio de 1 amp

- 2 Porta fusibles para riel din

- 24 frascos de vidrio con tapa rosca de plastico
- 8 m de manguera siliconada de 1/8 — ¥4

- 36 fitins plasticos

- 1Logo

- Focos

- Compresor de aire seco

c) Materiales para la produccion del medio de ulti

- 6 Probetas



- Vasos de precipitacion

- Papel aluminio

- Empafilm

- Focos

- Agua destilada

d) Medio de cultivo (estandar para crisantemo)
- Nitrato de Amonio (NHNH3)
- Nitrato de Potasio (KN¢)
- Cloruro de Calcio (CaGgkH,0)
- Fosfato de Potasio (KIROy)
Acido Borico (HBO;

- Sulfato de Magnesio
- Sulfato de Zinc
- Yoduro de Potasio
- Molibdato de Sodio
- Sulfato de Cobre
- Cloruro de Cobalto
- Sulfato de Magnesio
- EDTA (N&EDTA)
- Sulfato de Hierro (MgS&7H,0)
- Tiamina
- Piridoxina

- Ac Nicotinico



- Glicina

- Agar

- Carbon Activado

3.3. METODOS

3.3.1. Disefo Experimental

3.3.1.1. Factores en estudio

- Explantes:

o E1 (Microestacas)

o E2 (Apices de Tallos)

- Frecuencias de inmersiéon Sistema VioVelLuz

MICROESTACAS APICES DE TALLO
-11: 2 inmersiones/dia (i1) I1: 2 inmersiones/i4a
- 12: 4 inmersiones/dia (i2) 12: 4 inmersiones/(i®)

- 13: 6 inmersiones/dia (i3) I3: 6 inmersiones/@ta



De la combinacion de los dos factores en estudimbsgvieron siguientes tratamientos

en estu

Cuadro 1. Tratamientos para determinar la respuestade explantes apicales y
microestacas de crisantemo Ghrysanthemum sp.) var. Anastacia, a diferentes
frecuencias de inmersion en el sistema VioVeLuz da Floricola FLORISOL — San

3.3.1.2. Tratamientos

dio.

José de Minas, 2011.

TRATAMIENTO  EXPLANTE

NUMERO DE INMERSIONES /DIA

1E1

2 E112

3 E1I3

4 E2I1

5 E212

6 E3I3

Micro estaca
Micro estaca
Micro estaca
Apice de tallo
Apice de tallo

Apice de tallo

2(i1)
A(i2)
6(i3)
2(i4)
4(i5)

6(i6)

3.3.1.3. Tipo de disefio

Disefio completamente al azar en arreglo factoaalpbr tres.

3.3.1.4. Repeticiones

4 repeticiones



3.3.1.5. Caracteristicas de las UE

Estuvieron constituidas por 30 esquejes de Crigamtde la variedad Anastasia blanco,
de 20 dias de cultivo entre las que estuvieronaegtacas (E1) y apices de tallos (E2),
las mismas que estuvieron en frascos de vidrioOflen§ aparte estuvieron frascos de
vidrio de 250ml con la solucion para realizar ebgaeso del sistema de inmersion

temporal VioVelLuz.

Para el presente estudio se ocuparon 28 frasdos euie se encontraron 30 esquejes en
cada frasco y 28 frascos que contenian el mediol@®nsales necesarias para el

crecimiento de los esquejes, como se muestrafequia 3.
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FIGURA 4. Disefio del sistema de inmersion temporaVioVelLuz del proyecto
realizado.

T1 | E1I1 | Microestaca a frecuencia de inmersion (1

T2 | E1I2 | Microestaca a frecuencia de inmersion 2

T3 | E1I3 | Microestaca a frecuencia de inmersion |3

T4 | E211 | Apice de tallo a frecuencia de inmersion 1

T5 | E2I2 | Apice de tallo a frecuencia de inmersion 2

T6 | E213 | Apice de tallo a frecuencia de inmersion 3

T7| T Testigo

3.3.2. Analisis Estadistico

3.3.2.1. Esguema de andlisis de varianza

FdeV GL
Total 27
Tratamientos (6)
Explantes (e) 1

F inmersion (i)

F inmersioén lineal

F inmersién cudratica
Explante x F inmersion
Testigo vs Resto

Error 21

RIN|R[R|N




3.3.2.2. Coeficiente de variacion

CV%= *100

vCME
X

3.3.2.3. Analisis funcional

Prueba de DMS al 5% para explantes, prueba de Dualcda®6 para frecuencias

de inmersion y tratamientos. Polinomios y comparaes ortogonales.

3.3.2.4. Regresiones vy correlaciones

Regresion y Correlacion entre las frecuencias deigion con cada una de las

variables dentro de cada explante.

3.3.3.  Andlisis Econdmico

El andlisis econdmico se establecid, bajo el esquaenbeneficio - costdara lo
cual se tomé el niumero de plantas totales obtemdacada uno de los tratamientos y
se multiplico por el valor en el mercado, obten@etbeneficio bruto. Por otro lado se
obtuvo los costos variables de cada uno de loantiahtos que correspondieron a los
explantes y a los tiempos de inmersion, asi cosw rmano de obra. De la diferencia de

los beneficios brutos con los costos variabledsavo el beneficio neto.



Colocando los beneficios netos, en orden decrexiaobmpafiado de sus costos
variables se efectuo el analisis de dominanciagdedratamiento dominado es aquel que
con igual o menor beneficio neto presentd un maypsto variable. Definiendo de esta

manera cuales son los tratamientos no dominados.

Con los tratamientos no dominados se procedio ableser el andlisis marginal
determinando para cada uno de estos tratamientasaanterna de retorno marginal que

permitié seleccionar los tratamientos mas econdésnico

3.3.4. Variables Medidas

a) Porcentaje de sobrevivencia

Se determind mediante la relacion entre los exgtambuertos tanto apicales como
microestacas y el niumero total de explantes aicalaicroestacas sembradas en cada
tratamiento a los 6 dias de realizada la siembuétjpticado por 100.

b) Tiempo de brotacion

El tiempo de brotacion se determiné como el nunderalias a partir de la siembra en
gue el 50% de los explantes apicales y microestalcanzaron al menos 0,5 cm de

altura.



c) Porcentaje de brotacién

Se determin6 segun el nimero de explantes de dadigixperimental que produjeron al
menos un brote una semana después de la siembrael@cion al total de explantes
tanto microestacas como apices de tallo multipbgaat 100.

d) Longitud de brotes

Se medio la longitud de brotes de los explantesaégs y de microestacas a partir de su
insercion en el explante hasta su extremo apicphrar de los 7 dias de realizada la
siembra.

e) Porcentaje de enraizamiento

Se determind mediante la relacion de explantesakgsicy microestacas con al menos
una raiz de 3 mm de longitud con el niumero totaéxjgdantes del tratamiento, a los 6
dias después de realizada la siembra.

f) Porcentaje de contaminacion

Se determind mediante el nimero de frascos deittadirexperimental que contenian
alguna presencia de hongos o bacterias. Con relatitdtal de frascos multiplicado por
100.

g) Costos de implementacion

Se realiz6 comparaciones de los costos de productaito del sistema de
micropropagacion tradicional con el sistema de mside temporal establecido para

crisantemo.



h) Frecuencias de inmersion
El tiempo de inmersion se determiné al final detagm, con la comparacién de los
mejores resultados en las variables, porcentajgoteevivencia, tiempo de brotacion,

porcentaje de brotacion, longitud de brotes y etg@ataje de enraizamiento.

3.3.5. Meétodos Especificos de Manejo del Experiment

Con el proposito de determinar el tipo de explam&s adecuado para propagar
Crisantemo, variedad Anastasia se evaluaron das tife explantes, los cuales se
tomaron de plantas micropropagadas en el labosat®ichos explantes fueron:
microestacasseccion del tallo con un nudo en el que esta unwmaxilar yapices de
tallos: seccion terminal del tallo que contiene el mergt apical mas una porcién del

tallo con uno o dos nudos.

Se utilizo el sistema de inmersion temporal VioValiesarrollado por Cuba, que consta
de dos frascos de vidrio cada uno con sus respsctapas las cuales contienen dos
fitins por tapa, manquera siliconada (3 trozos ctfe @iependiendo de tamafio del frasco

y dos de 4cm) .

Como recipientes se utilizaron frascos de 500ndapacidad. Cada frasco se conecto a
un sistema de aire proveniente de un compresorual fue accionado por un

programador automatico para el control de la frecizey duracidén de las inmersiones;



la frecuencia dependié del tratamiento (dos, cuats inmersiones/dia) y la duracion

fue de 6 minutos cada una.

El sistema permanecié conectado al compresor &rande aire por minuto y con una
presion de 0,8 bar. El aire entrante o salienteadia recipiente se esterilizd mediante
filtros milipore (tamafio del poro 1um) de manera gada uno se manipulé de forma

independiente sin riesgos de contaminacion.

Para cultivar los explantes (apices de tallo y odstacas) de Crisantemo, variedad
Anastasia, se utilizd el medio de cultivo que camgi sales de Murashige y Skoog
(M&S, 1962) a una concentracion del 100%; adentisho medio se suplementd con
100mg L-1 de sacarosa y 1ml L-1 de una soluciérvitEeminas preparada (Acido

Nicotinico, Glicerina, Tiamina) a un pH de 5,7. eédio de cultivo se esterilizd por

autoclave (20 min/litro de medio, a 121°C). Cadapiente que contenia el medio se les
agregé 35ml de medio de cultivo y se cultivo endtyes frascos 30 explantes por cada

uno de ellos.

Para el cultivo en el sistema de inmersién tempdgiaVeluz de Crisantemo, variedad
Anastasia se utilizé dos diferentes explantes é&pile tallos y microestacas), los cuales
se cultivaron por separado para determinar en cadna el efecto de 2, 4 y 6

inmersiones/dia en el medio de cultivo.



El sistema se mantuvo en el cuarto bajo un fotoderide 16 horas luz: 8 horas
oscuridad; como fuentes de luz se empled ldmpamaslud fluorescentes con
intensidades luminicas de 2000 lux. Los cultivosirsibaron a 25+/- 1°C y a una

humedad relativa de 70%.

NOTA: Los protocolos utilizados tanto de asepsiambra y funcionamiento del
sistema de inmersion temporal VioVelLuz, se encaerdentro de los Anexo 1,2 ,3y 4

respectivamente.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA

Al establecer el analisis de variancia para el gaiage de sobrevivencia, no se encontro
diferencias estadisticas para tratamientos, sin aggob se encontré diferencias
estadisticas a nivel del 5% entre los explantesesto de fuentes de variacion no

manifestaron diferencias estadisticas (Cuadro 2).

El promedio general del porcentaje de sobrevivefugade 94,76%, con un coeficiente

de variacion de 12,09% independiente del tipo gaete.

CUADRO 2. Analisis de variancia para porcentaje desobrevivencia de plantulas
de crisantemo var. Anastasia bajo el efecto de dtipos de explantes y tres tiempos
de inmersién en el sistema VioVeLuz en la Floricol& LORISOL — San José de
Minas, 2011.

Fuentes de variacion GL | Suma de| Cuadrados F
cuadrados medios

Total 27 | 4165,18

Tratamientos (6) | 1409,53 234,92 1,79 ns

Explantes (E) 1 | 896,34 896,34 6.83 *

Inmersion (1) 2 | 192,57 96,29 0.73 ns

Inmersion lineal 1 177,76 177,76 1,35ns

Inmersién cuadratica 1 14,82 14,82 0,11 ns

ExlI 2 192,57 96,29 0,73 ns

Testigo vs Resto 1 | 128,05 128,05 0.98 ns

Error 21 | 2755,64 131,22

X(%) 94,76

CV (%) 12,09




El mayor porcentaje de sobrevivencia se presentodbapice del tallo, con el 100%
sobrevivencia n@ntras que con microesta alcanzé el 878%, debido que el tipo
de materialde origen presentaba contaminacion, no visible lem@mento de I

multiplicaciénin vitro dentro de la camara de flujo laminarué@rc 3) y (Figura 4).

CUADRO 3. Efectcs de los explantes sobre el porcentaje de sobrevivéade las
plantulas de crisantemcen el sistema de inmersion temporal VioVelLu

Explantes X Porcentaje de sobrevivenci (%)
E1 Microestaca 87,78
E2 Apice de tallo 100,00
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FIGURA 5. Porcentaje de sobrevivencia de microestacas y apicale tallc de

crisantemovariedad Anastasiaen el sistema de inmersioWioVeLuz cultivadas a 2,

4y 6 inmersiones/di

A pesar de no encontrar diferencias estadisticata®rirecuencic de inmersion, a

medidaque se incrementan las inmersiones aua el porcentaje de sobreviven,

debido, a la presencia limitada de nutrientes que existeséa sisten, permitiendo asi



gue los explantes reaccionen de manera positiv@r@amdo su sobrevivencia. (Cuadro

4), ndtese que existe levemente una infleXigura 5)

CUADRO 4. Efectos de las frecuencias de inmersiomolae el porcentaje de
sobrevivencia de plantulas de crisantemo.

Frecuencias de inmersion X Porcentaje de sobrevivencia (%)
I1 (2 inmersiones/dia) 90,00
I2 (4 inmersiones /dia) 95,00
I3 (6 inmersiones /dia) 96,67
98
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FIGURA 6. Porcentaje de sobrevivencia de apices yianoestacas de crisantemo
variedad Anastasia en las diferentes frecuencias dmmersion en el sistema
VioVelLuz de 2, 4 y 6 inmersiones/dia

Al analizar todos los tratamientos se puede aprepia Unicamente los tratamientos
provenientes de las microestacas no alcanzarod08b e sobrevivencia, mientras que

el testigo con todos los tratamientos de apicelite lbgraron el 100% de sobrevivencia.

La sobrevivencia fue alta, lo cual demuestra qudianée ésta técnica se puede cultivar



con un bajo indice de mortalidad siempre y cuareownplan las debid normas de

asepsia y de seleccion del mate¢ que se va a cultivar. (@dro 5y (Figura 6).

CUADRO 5. Efectos de los tratamientos sobre el porcentajeedsobrevivencia de
plantulas de crisantemc

Tratamientos X Porcentaje de sobrevivenci (%)
TLEL1Il 80,00/ b
T2EL1I12 90,00/ ab
T3 ELI3 93,33| ab
T4 E211 100,00 a
T5E2 12 100,00] a
T6 E2 I3 100,00] a
T7 Testigo 100,00 a

100 100 100 100
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FIGURA 7. Porcentaje de sobrevivencia en los diferentes tamientos realizados
en el sistema de inmersi¢ VioVeLuz en explantes decrisantemo variedad
Anastasia.



4.2 TIEMPO DE BROTACION

Al establecer el andlisis de variancia para lospies de brotacion, no se pudo estimar
las Fuentes de variacion (F) debido a que la vi@anaentre las diferentes repeticiones es

cero razon por la cual hay una ausencia total gariancia del error (Cuadro 6).

El promedio general del tiempo de brotacion fueldedias, con un coeficiente de

variacion de 0% adecuado para esta investigacion

CUADRO 6. Andlisis de variancia para Tiempo de Brtacion de sobrevivencia de
plantulas de crisantemo variedad Anastasia bajo afecto de dos tipos de explantes
y tres frecuencias de inmersion, en el sistema Vieluz, en la floricola
FLORISOL- San José de Minas, 2011.

Fuentes de variacion GL | Suma de| Cuadrados F
cuadrados medios

Total 27 | 528,00

Tratamientos (6) | 528,00 88,00

Explantes (E) 1 | 42,67 42,67

Inmersion (1) 2 |17,33 8,67

Inmersioén lineal 1 8,99 8,99

Inmersién cuadratica 1 8,34 8,34

Exl 2 1,33 0,67

Testigo vs Resto 1 | 466,67 466,67

Error 21 | 0,00 0,00

X dias 11

Cv (%) 0,00

El menor tiempo de brotacion se presento bajgpieeéddel tallo, con una media de 8
dias para su brotacion, mientras que con micraesise obtuvo en 10,67 dias, ya que el

apice de tallo al contener hojas produce fotosemtes el intercambio gaseoso dentro



de los frascos queaceleri el crecimiento de los apices cosa que nurre con las
microestacasgue estn completamente desnudas y realizaayor esfuezo en la

provocacion de su bro(Cuadro 7) y (Figura 7).

CUADRO 7. Efecto de los explantes sobre tiempo de brotaciér de las plantulas
de crisantemovariedad Anastasic en el sistema de inmersién VioVelLL

Explantes X Tiempo de Brotacion (dias)
E1 Microestaca 10,67
E2 Apice de tallo 8,00
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FIGURA 8. Tiempo de brotacion en microestacas y apices de Gantemc variedad
Anastasiaa 2, 4 y 6 inmersiones/dia en el sistema de inmeéns\VioVelLuz.

La frecuencia (I12)de 4 inmersidn/digprodujo un tiempo de brotacibn mas corly
uniforme tanto en las microestacas como en loseapie tallos que fue de 8 di
seguido déa frecuencia (I3) ¢ 6 inmersion/dia con 9 dias y por ultir la frecuencia
(11) de 2 inmersides/dii con 10,5 dias, debido a lesyuerimientos 'necesidades de los

explantes deCrisantem var. Anastasia junto con la adapatabilidad al gamebio



gaseoso dentro de los frascos y a la cantidad tteemes requeridas por las mismas.

(Cuadro 8y (Figura 8)Notese que el comportamiento no es lineal sinorétiad.

CUADRUO 8. Efectos de las frecuencias de inmersiom &l sistema VioVelLuz sobre
el tiempo de brotacion de las plantulas de crisanteo variedad Anastasia.

Frecuencia de inmersion X Tiempo de Brotacion (dias)
I1 ( 2 inmersiones/dia) 10,5@¢
I2 (4 inmersiones /dia) 8,50a
I3 (6 inmersiones /dia) 9,00
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FIGURA 9. Influencia de las frecuencias de inmersiben el tiempo de brotacién de
los explantes de crisantemo variedad Anastasia en sistema de inmersion

VioVelLuz.

Al analizar todos los tratamientos se puede apregia Unicamente el testigo tuvo un

tiempo de brotacion mayor de 21 dias seguido potratamientos de microestaca con

un rango de 12 a 10 dias y los tratamientos deleape tallo que van de 7 a 9 dias

siendo estos los mas precoces, debido al intercagdseoso que existe dentro del



sistema y a la presencia de hojas de los apictsdldejue permit realizar fotosintesis,
al mismo tiempoque al despojar de alimento a los explarestos asimilan mas
eficientemente los nutrientes absorb, permitiendo asla aceleracién de la brotac

(Cuadro 9) (Figura 9.

CUADRO 9. Efectos de los tratamientos sae el tiempo de brotadon de las
plantulas de crisantem« variedad Anastasiaen el sistema de inmersic¢ VioVelLuz.

Tratamientos X Tiempo de Brotacion (dias)

T1E1I1 12,00| e

T2 E112 10,00| d

T3 E1I3 10,00| d

T4 E2 11 9,00| c

T5E2 12 7,00| a

T6 E2 13 8,00| b

T7 Testigo 21,00| f
w25
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FIGURA 10. Tiempcs de brotacion en los tratamientos realizadosen apices y
microestacas de crisantem¢ variedad Anastasia en el sistema de inmersio
VioVelLuz.



4.3 PORCENTAJE DE BROTACION

Al establecer el andlisis de variancia para el guaje de brotacion, se encontrd que
existen diferencias estadisticas del 1% en todafukntes de variacion a excepcion de
la interaccion Explante por Inmersion (Exl), estasignificacion nos indica que los dos

factores actuaron independientemente (Cuadro 10).

El promedio general del porcentaje de brotaciéa de 55,44%, con un coeficiente de

variacion de 17,67%

CUADRO 10. Analisis de variancia para porcentaje d brotacién de plantulas de
crisantemo variedad Anastasia bajo el efecto de dagpos de explantes y tres
tiempos de inmersion en el sistema VioVelLuz en laldficola FLORISOL — San
José de Minas, 2011.

Fuentes de variacion GL | Suma de| Cuadrados F
cuadrados medios

Total 27 17606,73

Tratamientos (6) | 15590,99 2598,50 27,07 **

Explantes (E) 1 | 2792,67 2792,67 29,09 **

Inmersion (1) 2 | 7366,30 3683,15 38,37 **

Inmersioén lineal 1 1038,29 1038,29 10,82 **

Inmersién cuadratica 1 6328,01 6328,01 65,92 **

Exl 2 | 380,67 190,33 1,98 ns

Testigo vs Resto 1 | 5051,36 5051,36 52,62 **

Error 21 | 2015,75 95,99

X (%) 55,44

Cv (%) 17,67




El mayor porcentaje de otacion se presento loagl apice delallo, con el 60,74% ,
mientras que con microesta apenas alcanzo6 el 39,178ébidoa que el intercambio
gaseoso Yylgroceso fotosisntétic es menor, en ausenda partes vegetativi (Cuadro

11) y (Figura 10).

CUADRO 11. Efecto de los explantes soe el porcentaje de brotacié de las
plantulas de crisantemcovariedad Anastasiaen el sistema de inmersion VioVelLu

Explantes X Porcentaje de brotacior (%)
E1 Microestaca 39,17| b
E2 Apice de tallo 60,74| a
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FIGURA 11. Porcentaje de brotacibn de microestacas y apicede crisantemc

variedad Anastasia,cultivados a 2, 4 y 6 inmersiones/dia en el sisterVioVelLuz.

El porcentaje de brotacion mayor ide 72,92% con 4 inmersiones/(12), seguido del
de 6 inmersionddic (I3) de 46,53% finalizando con dk 2 inmersiones/di(I1) de

30,42%, debido aok requerimientos adaptabilidad de los explantes a los tiempo

inmersion necesaricqque precisaron tanto los apices de tallo como iasoestace para



su alimentacién. (CuadrolLRl6tese que el comportamieto no es lineal sino @ii@dr

(Figura 11)

CUADRO 12. Efectos de las frecuencias de inmersigen el sistema VioVelLuz
sobre el porcentaje de sobrevivencia de plantulas ed crisantemo variedad
Anastasia.

Frecuencias de inmersion X Porcentaje de brotacion (%)
I1 ( 2 inmersiones/dia) 30,4
I2 (4 inmersiones /dia) 72,922
I3 (6 inmersiones /dia) 46,30
80
L 9 <7292
Z
< 50 e \\
o 7~ 46,53
& 40 /
a 30 30,42
w
< 20
[
Z 10
o
E 0
a 11 (2 inmersiones/dia) 12 (4 inmersiones /dia) 13 (6 inmersiones /dia)
FRECUENCIAS DE INMERSION

FIGURA 12. Influencia de las frecuencias de inmerén en el porcentaje de
brotacién en apices y microestacas de crisantemonedad Anastasia en el sistema
VioVelLuz.

Al analizar todos los tratamientos se puede apregia el tratamiento 1 tuvo el menor
porcentaje de brotacion que fue de 19,17%, segiedios tratamientos 3, 4, 6 y 2 con
un porcentaje de brotacién de 40,83%, 41,67%, 52 257,50% respectivamente y los

tratamientos que tuvieron mayor porcentaje de bi@tafueron los tratamientos 5y 7

con 88,34% para los dos casos, debido a la regpuesediata de los explantes a los



requerimientos nesariostanto de nutrientesomo de racionamient necesario de

alimento parau brotacion (Cuadro 13) y (Figura 12)

CUADRO 13. Efectos de los tratamientos sole el porcentaje de brotacié de
plantulas de crisantem« variedad Anastasia en el sistema edinmersion VioVeluz

Tratamientos X Porcentaje de brotacior (%)
T1E1I11 19,17| d
T2E112 57,50| b
T3E113 40,83| c
T4E211 41,67|c
T5E2 12 88,34| a
T6 E2 13 52,22| bc
T7 Testigo 88,34| a
88,34 88,34
90 1
Ez 80 -
g ... T1E1I1
2 57,5 T2E112
5 60 - 52,22
- w083 4167 T3ELI3
840 L T4E211
2 L~ TSE212
= 30 -
é 20 - 17— mT6E213
o
© 10 H T7 Testigo
x
0
TIL T2 T3 T4 T5 T6 T7
TRATAMIENTOS

FIGURA 13. Porcentaje de brotacion en los diferentes ttamientos realizados en €
sistema de inmersiénVioVelLuz en apices y microestacas decrisantemo var.
Anastasia.



4.4 LONGITUD DE BROTES

Al establecer el analisis de variancia para laitoigde brotes, se encontré que existen
diferencias estadisticas del 1% en todas las faemgevariacion a excepcion de las
interacciones Explante por Inmersion (Exl) y Testigs el Resto, estas no

significaciones nos indican que los factores actuardependientemente (Cuadro 14).

El promedio general de la longitud de brotes fueld®cm, con un coeficiente de

variacion de 12,02%

CUADRO 14. Analisis de variancia para la longitudde brotes de plantulas de
crisantemo variedad Anastasia bajo el efecto de dagpos de explantes y tres
tiempos de inmersion en el sistema VioVeLuz en Eloricola FLORISOL — San
José de Minas, 2011.

Fuentes de variacion GL | Suma de| Cuadrados F
cuadrados medios

Total 27 | 4,74

Tratamientos (6) | 4,15 0,69 24,79 **

Explantes (E) 1 1,47 1,47 52.45 **

Inmersion (1) 2 | 247 1,24 44,29 **

Inmersioén lineal 1 1,02 1,02 36,33 **

Inmersién cuadratica 1 1,46 1,46 52,24 **

Exl 2 |02 0,06 2,00 ns

Testigo vs Resto 1 | 0,09 0,09 3.29 ns

Error 21 | 0,59 0,03

X (cm) 1,39

Cv (%) 12,02

Los apices de tallo en cuanto a la longitud dedsrgresentaron la mayor respuesta y

fue de 1,66 cm, seguida de las microestacas cafcrh, tebido a la competencia por



nutrientes que influye de manera positiva € respuesta inmedic al desarrollo del
brote (Cuadro 15) ¢Figura 13.

CUADRO 15. Efecto de los explantes soe la longitud de brote: de las plantulas de
crisantemovariedad Anastasia en el sistema de inmersion WelLuz..

Explantes X Longitud de brotes (cm)

E1 Microestaca 1,17|b

E2 Apice de tallo 1,66 a
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o

E1 E2 Apice de Testigo
Microestaca tallo

EXPLANTES

FIGURA 14. Longitud de brotes en microestacas y apices de crisantewvariedad
Anastasia, cultivadas a 2, 4 6 inmersiones/dia en el sistemdioVeLuz.

Los explantes tanto microestacas como apices de wliltisado: a 4 inmersiones/dia
presentaron la mejor respu¢ en wanto a la longitud de brotyy uniformidad de los
explantes que fue de76 cm, seguida de 6 inmersiones/dia con 1,49 cm finaieneon
2 inmersiones/dias se obtuvo una longitud de baee99 cmdebido a la necesidad
frecuencia del alimento regrida en esta especies y variedad de planta. (rGu#) y

(Figura 14).



CUADRO 16. Efectos de las frecuencias de inmersi@m el sistema VioVelLuz sobre
la longitud de brotes de plantulas de crisantemo viedad.

Frecuencias de inmersion X Longitud de brotes (cm)
I1 ( 2 inmersiones/dia) 0,9%
I2 (4 inmersiones /dia) 1,76a
I3 (6 inmersiones /dia) 1,4%
2
£ /‘R
S
215 1,49
=
(@]
o
& /
g 0,95
[=]
2
505
2
(@]
—
0
11 ( 2 inmersiones/dia) 12 (4 inmersiones /dia) I3 (6 inmersiones /dia)
FRECUENCIAS DE INMERSION

FIGURA 15. Longitud de brotes de apices y microestas de crisantemo variedad
Anastasia en las diferentes frecuencias de inmersioprobados en el sistema
VioVelLuz.

Al analizar todos los tratamientos se puede aprecia el tratamiento (1) microestaca a
2 inmersiones/dia tuvo la menor longitud en cuantos brotes ya que fue de 0,65 cm,
seguido de los tratamientos (3) microestaca a @fsiones/dia,(7) el Testigo, (4) apice
de tallo a 2 inmersiones/dia y (2) microestacaimmkrsiones/dia con una longitud de
brotacion de 1,25 cm para los dos primeros cagpsdede 1,33cm y 1,60cm para los
siguientes respectivamente finalmente, los tratatdgeque tuvieron mayor longitud de
brotes fueron el tratamiento (5) apice de tallo iamMersiones/dia y el tratamiento (6)

apice de tallo a 6 inmersiones/dia con 1,93 cnv¥$cin respectivamente (Cuadro 17) y



(Figura 15).Este fenbmeno ocurre por el ircambio gaseosque aporta e sistema

mejorando y acelerando asi el desarrollo del t

CUADRO 17. Efectos de los tratamientos sobrla longitud de brotes de plantulas
de crisantemovariedad Anastasia en el sistema de inmersion WeLuz..

Tratamientos X Longitud de brotes (cm)
T1E1l Il 0,65 d
T2ELI2 1,60 b
T3ELI3 1,25 c
T4E2 11 1,33 c
T5E2 12 1,93 a
T6 E2 I3 1,73 ab
T7 Testigo 1,25 C

2 —
— 1,8 T 1,6
§ 16 - TLELIL
214 - 1,25 T2E112
g 12 T3ELI3
a 17 T4E211
o
2 0,8 1 0,65 TS5E212
S 06
E oa L mT6E213
’ B T7 Testi
x 0.2 L7 estigo
071 T2 T3 T4 15 T6 T7
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FIGURA 16. Longitud de brotes en los tratamientos realizacs en el sistema de
inmersion VioVelLuz en apices y microestacas de crisantemariedad Anastasiz.



4.5 PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO

Al establecer el andlisis de variancia para el guaje de enraizamiento, se encontro
gue existen diferencias estadisticas del 1% erstladafuentes de variacion a excepcion
de la interaccion Testigo vs el Resto que tienerdifcia estadistica del 5% y de la
interaccion Explante por Inmersion (Exl) que nospreéa diferencias significativas, esta

no significacion indica que los dos factores actnandependientemente (Cuadro 18).

El promedio general del porcentaje de enraizamido®de 55,48%, con un coeficiente

de variacion de 15,29%

CUADRO 18. Analisis de variancia para porcentaje d enraizamiento de plantulas
de crisantemo variedad Anastasia bajo el efecto d#os tipos de explantes y tres
tiempos de inmersion en el sistema VioVelLuz en laldficola FLORISOL — San
José de Minas, 2011.

Fuentes de variacion GL | Suma de| Cuadrados F
cuadrados medios

Total 27 12488,15

Tratamientos (6) | 10976,98 1829,50 25,42 **

Explantes (E) 1 | 2673,79 2673,79 37,16 **

Inmersion (1) 2 | 7806,78 3903,39 54,24 **

Inmersion lineal 1 1806,24 1806,24 25,10 **

Inmersién cuadratica 1 6000,53 6000,53 83,39 **

Exl 2 | 73,09 36,54 0,05 ns

Testigo vs Resto 1 | 423,32 423,32 5,88 *

Error 21 | 1511,17 71,96

X (%) 55,48

Cv (%) 15,29




Los éapices de tallo presentaron un mayor porcerdajeenraizamiento que fue

64,44% lo que no se dio en las microestacas queviebdbn un 43,33% de raizamiento
debido a la inflenca de la concentracion de medio lyiatercambio gaseo que
permitecon mayor facilidad a los apices de tepor la presencia de hojas que e!

poseendesarrollar mayor cantidad raices (Cuadro 19) (fFigura 16)

CUADRO 19. Efecto de los explants sobre el porcentaje deenraizamiento de las
plantulas de crisantemcovariedad Anastasia en el sistema de inmersion WelLuz.

Explantes X Porcentaje de enraizamient(%o)

E1 Microestaca 43,33| b

E2 Apice de tallo 64,44| a
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FIGURA 17. Porcentaje de eraizamiento en apicesy microestacasde crisantemo
variedad Anastasiaa 2, 4 y 6 inmersiones/dia en el sistema de inménsiVioVelLuz.

Con la frecuenciae inmersion 12 (4 inmersiones/dia) se obtuvo gbmgorcentaje di

enraizamiento qudue de 76,25% wguido de la frecuenc de inmersion 13 (6



inmersiones/dia) con 53,33% finalizando con la desia de inmersion 11 (2
inmersiones/dia) con 32,08% debido probablementa aoncentracion del medio,
disponibilidad de las necesidades de los explantdsintercambio gaseo que permite
realizar la fotosintesis la misma que ayuda a taywcion de raices. (Cuadro 20) y
(Figura 17).

CUADRO 20. Efectos de las frecuencias de inmersi@n el sistema VioVelLuz

sobre el porcentaje de enraizamiento de plantulas ed crisantemo variedad
Anastasia.

Frecuencias de inmersién X Porcentaje de enraizamiento (%)
I1 ( 2 inmersiones/dia) 32,08
I2 (4 inmersiones /dia) 76,23
I3 (6 inmersiones /dia) 53,3D
100

80

. m
e T 5333
40

#3208

’

X PORCENTAIE DE
ENRAIZAMIENTO (%)

20

11 ( 2 inmersiones/dia) 12 (4 inmersiones /dia)I3 (6 inmersiones /dia)
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FIGURA 18. Porcentaje de enraizamiento en las difemtes frecuencias de
inmersiones en el sistema VioVelLuz en apices y mi@stacas de crisantemo
variedad Anastasia

Al analizar todos los tratamientos se puede aprecia el tratamiento 1microestaca a 2

inmersiones/dia tuvo el menor porcentaje de enragzdo Yya que fue de 19,17%,

seguido de los tratamientos 3 microestaca a 6 siores/dia y 4 apice de tallo a 2



inmersiones/dia, con un porcentaje de 43,33% Yy04b,Bespectivamente continuando
con los tratamientos 6 apice de tallo a 6 inmeesiatia , 7 el Testigo y 2 microestaca a
4 inmersiones/dia con un porcentaje de enraizamidat63,33%, 65,00% y 67,50%
respectivamente y finalmente obteniendo como ebnresultado el tratamiento 5 apice
de tallo a 4 inmersiones/dia con un porcentajendaizamiento de 85,00% esto puede
deberse a la reaccion de los explantes a los tiempoesarios para su alimentacion,
junto con los requerimientos nutricionales de lgglantes en estudio y al intercambio

gaseoso que se da en los frascos (Cuadro 21) wéFl@).

CUADRO 21. Efectos de los tratamientos sobre el poentaje de enraizamiento de
plantulas de crisantemo variedad Anastasia en eilssema de inmersion VioVelLuz.

Tratamientos X Porcentaje de enraizamiento (%)
T1E1I11 19,17| d
T2E112 67,50| b
T3EL1I3 43,33| c
TAE211 45,00| ¢
T5E2 12 85,00| a
T6 E2 I3 63,33| b
T7 Testigo 65,00| b
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FIGURA 19. Porcentaje de enraizamiento en los diferentes ttamientos realizados
en apices y microestacas de crisantemo variedad Anasta en el sistema de
inmersion VioVelLuz.

4.6 PORCENTAJE DE CONTAMINACION

Se determiné mediante el numero de frascos deitldirexperimental que conteni
alguna presencia de hongos o bacterias. Con relatidtal de frascos multiplicado
100, de lo que se obtuvo un porcje de contaminacion de 10,71% que pudo debel
mal manejo demateria en el momento de la siembra o f@radquisicion d material

contaminado.

4.7 COSTOS DE IMPLEMENTACION

La implementacion del sistema de inmersion temperalla Floricola FLORISO

alcanzo el valor d¢2502,66 ddlares como se puegweciar en € Anexo 4. Con una



capacidad de 20 SIT los mismos que permiten obtemercantidad de 50 plantas, por
SIT, tomando en cuenta que este sistema permipidagidiempo de 3 semanas y dinero

en la micropropagacion de 0,02ctv por planta.

4.8 FRECUENCIAS DE INMERSION

Al comparar los mejores resultados en las variaplesentaje de sobrevivencia, tiempo
de brotacion, porcentaje de brotacion, longituddses y porcentaje de enraizamiento
se obtuvo que el mejor tiempo de inmersién al gqeieadaptaron los explantes de
crisantemo tanto microestacas como apices deftal@l de 4 inmersiones/dia ya que
las variables se cumplieron en menor tiempo y esunltados notables a diferencia de

los tratamientos con 2 y 6 inmersiones/dia.

4.9 ANALISIS ECONOMICO

Segun la metodologia de beneficio costo para disacondémico se determino que el
tratamiento con inmersion temporal tiene una magtacion beneficio/costo que el
sistema de micropropagacién tradicional debido eahan costo que se obtuvo en la

producciéninvitro dentro del laboratorio como se puede observat €nadro 22.



CUADRO 22. Desglose del Analisis Econémico produad en la Floricola

FLORISOL
Analisis Econémico
# plantas precio costos costo/plantas
prod venta /planta/lab /prod Costo/plantas/afig Beneficio| Ganancia
Micro Trad 7200( 0,50 0,08 0,3t 2520( 360(0 1080C
SIT 72000 0,50 0,06 0,33 23760 36000, 12240




V. CONCLUSIONES

. La mejor respuesta obtenida en el sistema de imbnetesmporal VioVelLuz en la
floricola FLORISOL — San José de Minas fue de 4ersiones/dia en explantes

apicales.

. Con el Sistema de Inmersién Temporal, el porcerdpjimo de sobrevivencia y
el tiempo de brotacion de los explantes fue de7@4 y 11 dias

respectivamente, vs los 21 dias del testigo.

. Para logra obtener una longitud de 1,39 cm dengtosistema de inmersion
temporal fue necesario de 11 dias, tiempo minirsofigiente comparado con el

testigo que requirio de 21 dias.

. El porcentaje de contaminacion en el Sistema deeisidn Temporal fue de

10,71%, valor bajo, en comparacion con el deigesjue fue del 50%.

. En cuanto al analisis econdmico beneficio/costdetermind que con el Sistema
de Inmersién Temporal VioVelLuz se logro bajar cesie produccion de 0,08

ctv por planta a 0,06ctv.

. El porcentaje de enraizamiento en el Sistema deersion Temporal fue de

55,48% a diferencia del testigo que fue de 10%.



7. EIl Sistema de Inmersién Temporal VioVelLuz permitita produccién masiva a
corto tiempo, con indices de contaminacion bajiantas fuertes y adaptables al

medio externo.



VI. RECOMENTACIONES

Implementar el Sistema de Inmersion Temporal eareh de laboratorio de la

floricola FLORISOL - San José de Minas.

Usar maximo 4inmersiones/dia para evitar desperdigirecursos.

Almacenar material vegetativo para banco de regei®r en medios gelificados

0 semisolidos.

Dejar partes vegetativas como hojas o segmentd®jds, ya que favorece el

proceso de intercambio gaseoso y fotosintesis.

Realizar investigaciones complementarias parardetar dosis adecuadas de

hormonas reguladoras de crecimiento.



VII. RESUMEN

El desarrollo de los sistemas de inmersion temguwaal permitido el empleo de medio
liguido sin efectos colaterales como la vitrifiéagi con costos menores y plantas
estériles. Por lo que en esta investigacion setmods un prototipo para inmersion
temporal con insumos nacionales e importados, tobjetivo de evaluar la respuesta
de explantes tanto microestacas como apices deetalCrisantemoQhysantemunsp.)
var Anastasia a diferentes frecuencias de inmersiés mismos que fueron cultivados
en un medio liqguido compuesto por sales de M&8na concentracion del 100%; dicho
medio se suplementé con 100mg L-1 de sacarosa ylLtinlde una solucion de
vitaminas preparadas (Acido Nicotinico, GlicerirEiamina) a un pH de 5,Zon
frecuencias de inmersion de 4 minutos cada 12 h@asmersiones/dia), 4 minutos
cada 6 horas (4 inmersiones/dia) y por ultimo demihutos cada 4 horas (6
inmersiones/dia), siendo la mejorda 4 inmersiones/dia en explantes apicales, debid
a que estos tenian partes vegetativas como hgagrentos de hojas que favorecieron
el intercambio gaseoso y fotosintesis, logrande@siplir con las variables establecidas

en la investigacion .



VIIl. SUMARIO

The development of temporary immersion systemsahawed the use of liquid medium
without side effects such as vitrification, withMer costs and sterile plants. So in this
research we built a prototype for temporary imn@rgiomestic and imported inputs, in
order to assess the response of both micro-cuttegysexplants stem apices of
Chrysanthemum (Chysantemum sp.) Var Anastasia isioreat different frequencies,
the they were grown in a liquid medium composedaifs of M & S at a concentration
of 100%, this medium was supplemented with 100 g ducrose and 1 ml L-1 of a
vitamin solution prepared (nicotinic Acid, Glycerifihiamin) to pH 5.7 with immersion
frequency of 4 minutes every 12 hours (2 divesy),daminutes every 6 hours (4 dives /
day) and finally to 4 minutes every 4 hours (6 divalay) , being the best of 4 dives /
day in apical explants, because these were vegetpérts as leaves or leaf segments
that favored gas exchange and photosynthesis,cthmplying with the variables set in

the investigation.
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