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RESUMEN

El estudio se realiz6 en un laboratorio DI'Y en Huanuco, implementado para la presente
investigacion, con el objetivo de evaluar el establecimiento de la micropropagacion de
explantes de rosas (Rosa sp) in vitro, analizado estadisticamente con el método robusto
de Taguchi, se utilizé el medio semisolido de cultivo estandar Murashige-Skoog, en
un primer ensayo con 3 factores de pH, acido a-Natftalacético y 6-Bencil amino purina
y 2 niveles (5.5-5.9; 1ppm — 3ppm y 5ppm - 25ppm) respectivamente. En un segundo
ensayo con 5 factores, siendo los 2 adicionales el Cloruro de Metilmetionina y Nitrato
de plata y 2 niveles (1 — 2 gotas y 40mg — 80mg * L) respectivamente. Los valores
Delta de los valores medios obtenidos de la longitud de los brotes del primer ensayo
obtenida es de un pH de 5.5; Auxinas 3ppm y Citoquininas de 25ppm, en la obtencion
del mayor crecimiento longitudinal de los implantes de rosas cultivadas in vitro. La
gréfica de los efectos principales de los valores medios indica la gran influencia de las
hormonas en el crecimiento comparado con el pH, mientras que la grafica de los
efectos principales para las relaciones Sefial a Ruido (S/N) muestran una gran
influencia de la Hormona ANA. Los resultados Delta del segundo ensayo para valores
medios, clasifican al pH de 5.5; Auxinas 1ppm; 01 gota Azul de metileno; 25 ppm de
Citoquininas y 80 mg de Nitrato de Plata. Mientras que la variabilidad de las respuestas
para las relaciones Sefial a Ruido, al pH de 5.5, Auxinas 1ppm; 1 gota de azul de
metileno 80 mg de Nitrato de Plata y 25 ppm de Citoquininas. Este estudio sirve como
precedente para implementar laboratorios DIY de micropropagacion de tejidos
vegetales y utilizar métodos estadisticos robustos (Taguchi) en la determinacion de
protocolos de cultivos minimizando el tiempo y costo de las investigaciones.

Palabras claves: Micropropagacion, Taguchi, Hagalo usted mismo, Sefial a Ruido
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ABSTRACT

The study was conducted in a DIY laboratory in Huanuco, implemented for this
investigation, in order to evaluate the establishment of the micropropagation of rose
explants (Rosa sp) in vitro, statistically analyzed with Taguchi’s robust method, it was
used the semisolid standard cultive medium Murashige-Skoog, in a first test with 3 pH
factors, ANA (a-Natphthalacetic acid) and BAP (6-Benzyl amino purine) and 2 levels
(5.5 - 5.9; 1ppm - 3ppm and 5ppm - 25ppm ) respectively. In a second test with 5
factors, with additional factors: Methylene Blue (Methylmethionine Chloride) and
Silver Nitrate and 2 levels (1 - 2 drops and 40mg - 80mg) respectively per liter of
medium. The Delta values of the average values obtained from the length of the
outgrowths of the first test the configuration is a pH of 5.5; Auxins 3ppm and
Cytokinins of 25ppm, in obtaining the highest longitudinal growth of the implants of
roses grown in vitro. The graph of the main effects of the mean values indicates the
great influence of hormones on growth compared to pH, while the graph of the main
effects for the Signal to Noise (S/N) ratios show a great influence of the ANA
hormone. The Delta results of the second test for mean values, classify at pH 5.5;
Auxins 1ppm; 01 drop Methylene blue; 25 ppm of Cytokinins and 80 mg of Silver
Nitrate. While the variability of the responses for the Signal to Noise relationships, at
a pH of 5.5, Auxins 1ppm; 1 drop of methylene blue 80 mg of Silver Nitrate and 25
ppm of Cytokinins. This study is a precedent to implement DIY laboratories for
micropropagation of plant tissues and to use robust statistical methods (Taguchi) in

the determination of cultive protocols, minimizing the time and cost of investigations.

Keywords: Micropropagation, Taguchi, Do it Yourself, Signal to Noise
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RESUMO

O estudo foi realizado em um laboratorio DI'Y em Huénuco, implementado para a presente
investigacdo, com o objetivo de avaliar o estabelecimento da micropropagacdo de explantes
de rosa (Rosa sp) in vitro, analisado estatisticamente com o método robusto de Taguchi, a
cultura padrao semisélida meio Murashige-Skoog, em um primeiro teste com 3 fatores de pH,
acido a-Natftalacético e 6-benzilamino purina e 2 niveis (5,5 - 5,9; 1ppm - 3ppm e 5ppm -
25ppm) respectivamente. Em um segundo ensaio com 5 fatores, os 2 adicionais sendo Cloreto
de Metilmetionina e Nitrato de Prata e 2 niveis (1 - 2 gotas e 40mg - 80mg * L-1),
respectivamente. Os valores Delta dos valores médios obtidos a partir do comprimento dos
rebentos do primeiro teste obtido € um pH de 5,5; Auxinas 3ppm e Citocininas de 25ppm, na
obten¢do do maior crescimento longitudinal dos implantes de rosas cultivadas in vitro. O
gréfico dos principais efeitos dos valores médios indica a grande influéncia dos hormdnios no
crescimento em relacdo ao pH, enquanto o grafico dos principais efeitos para as relagfes Sinal
/ Ruido (S/R) mostra uma grande influéncia do horménio ANA . Os resultados do Delta do
segundo teste para valores médios, classificam em pH 5,5; Auxins 1ppm; 01 gota de azul de
metileno; 25 ppm de citocininas e 80 mg de nitrato de prata. En quanto a variabilidade das
respostas para as relagdes Sinal-Ruido, a um pH de 5,5, Auxinas 1ppm; 1 gota de azul de
metileno 80 mg de nitrato de prata e 25 ppm de citocininas. Este estudo serve de precedente
para a implantacdo de laboratérios DIY para micropropagacéo de tecidos vegetais e para a
utilizacdo de métodos estatisticos robustos (Taguchi) na determinacdo de protocolos de
cultura, minimizando o tempo e o custo das investigacoes.

Palavras-chave: Micropropagacdo, Taguchi, Faca vocé mesmo, Sinal para ruido
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INTRODUCCION

Conociendo las praderas Huanuquefias, un dia llegué al poblado de Huandobamba en
la provincia de Ambo, quedé impresionado por la presencia de invernaderos y cultivos
de campo con tecnologia propia de la costa, observé rosales, fresas, aguaymanto entre
otros cultivares de calidad, pero algo les faltaba me dijeron, eran los plantines de
variedades libres de enfermedades fitosanitarias y de calidad producidas en el Peru,
principalmente las rosas que eran traidos desde Colombia o Ecuador, alli surgio la
curiosidad por llenar este vacio y fue la idea para el presente trabajo de investigacion,
desarrollar una tecnologia existente como el cultivo de tejidos vegetales in vitro en la
modalidad DIY (do it yourself-hagalo usted mismo), que mejor oportunidad que las
rosas (Rosa sp) y darle asi un valor agregado desarrollando una tecnologia no muy
compleja que pueda ser replicada por cualquier agricultor o asociacion, para lo cual se
aplicd el control de procesos de calidad, de la metodologia Seis-Sigma principalmente
la estadistica.

Procedi a recolectar plantas de rosas injertadas de diferentes variedades de colores para
asi tener a disposicion el material a propagar, primero en campo abierto y
posteriormente bajo invernadero para un mejor control fitosanitario.

Por efectos de la pandemia los laboratorios de la universidad habian sido cerrados, por
ello tuve que improvisar en casa un laboratorio con los equipos y materiales basicos,
en dos ambientes uno el area de preparacion de medios de cultivo y el otro el area de
transferencia y cuarto de cultivo. La caAmara de flujo laminar y el agitador magnético
el prototipo de un biorreactor de inmersion temporal DIY, el nitrato de plata, el empleo
de luz led y el control estadistico de la calidad son innovaciones de la presente tesis.
Para concluir debo sefialar que todo lo que aqui este escrito es mio a excepcion del

marco tedrico que es propio de sus autores.
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CAPITULO I.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

11

1.2

Fundamentacion del problema

El problema que afrontan los agricultores productores de Rosas es la
disponibilidad y la dependencia de los plantines de rosas de la importacién de
éstas de Ecuador y Colombia, los cual encarece la inversion lo que hace inviable
el acceso a nuevos productores agricolas y la obtencion de nuevas variedades, asi
como reduce la rentabilidad a los ya establecidos. También evaluar un método
viable estadistico que facilite hallar un protocolo de implantacién in vitro de rosas,
utilizando diferentes variable y niveles asi, reducir el tiempo y costo de la
micropropagacion. También planificar y construir un laboratorio de bajo costo y
de facil manejo para llevar a cabo esta investigacion bajo el enfoque DIY y su
posterior difusion a las asociaciones de agricultores productores de rosas y otros
cultivos in situ.

¢Existe una metodologia estadistica y laboratorio DIY, que proporcione plantines

de rosas comerciales obtenidas por micropropagacion In vitro en Huanuco - 2020?

Justificacion e importancia de la investigacion

Los resultados de esta investigacion se justifica porque va a satisfacer las
necesidades de plantines de rosas en todo momento del afio y a un precio accesible,
por parte de los agricultores florales, principalmente de los del poblado de
Huandobamba, toda vez que los mas interesados son los que tienen instalaciones
ya establecidas y requieren de estos plantines para expandir su negocio y dar
cabida a otros agricultores que ven como factor limitante la adquisicion de las
plantas de rosas que retnan las caracteristicas adecuadas que exige el mercado
consumidor ( largo del tallo, color y duracion).

Es importante esta investigacion porque permitié obtener un protocolo eficiente
de implementacion de la micropropagacion de Rosas, utilizando el analisis
estadistico de Taguchi de la metodologia Seis-Sigma, empleando simples

segmentos nodales de una planta adulta y asi disponer durante todo el afio para su
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cultivo e incremento de las utilidades de los productores al poder instalar un

laboratorio DIY de apoyo a las asociaciones de productores agricolas.

Viabilidad de la investigacion

Aun cuando los laboratorios de la universidad estuvieron cerrados por la pandemia
del Covid, se viabilizd la investigacion por la inversion realizada en la
implementacion de un laboratorio de bajo costo bajo la modalidad DIY (hagalo
usted mismo), adecuado en un cuarto los principales ambientes de desinfeccion,
esterilizacion, siembra, implantacion, incubacion de explantes en un medio semi
solido y disponer de un prototipo viable de un biorreactor de inmersién temporal
(BIT) bajo el sistema DIY, que hicieron posible concluir satisfactoriamente los

objetivos propuestos.

Formulacion del problema
1.4.1 Problema general
¢Es viable el método estadistico de Taguchi de la metodologia Seis Sigma
en la investigacion del cultivo de Rosas in vitro en Huanuco en un
laboratorio DI'Y?
1.4.2 Problemas especificos
- ¢Es posible conocer los mejores niveles de pH en el establecimiento de
yemas axilares de rosas?
- ¢Es factible encontrar los mejores niveles de Auxinas en el
establecimiento de yemas axilares de rosas?
- ¢Se puede hallar los mejores niveles de Citoquininas en el
establecimiento de yemas axilares de rosas?
- ¢Se puede determinar los niveles del Azul de Metileno y Nitrato de Plata
en el control de microorganismos contaminantes del medio de cultivo?
- ¢Es posible cuantificar el analisis estadistico de la metodologia Seis-
Sigma en la micropropagacion in vitro de rosas?
- ¢Es posible construir un modelo de laboratorio de investigacion DIY,

incluido un prototipo de un biorreactor de inmersion temporal (BIT)?
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1.5 Formulacién de objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar la viabilidad del método estadistico de Taguchi de la
metodologia Seis Sigma en la investigacién del cultivo de Rosas In vitro

en Huanuco en un laboratorio DIY.

1.5.2 Objetivos especificos

Conocer los mejores niveles de pH en el establecimiento de yemas
axilares de rosas

Encontrar los mejores niveles de Auxinas en el establecimiento de yemas
axilares de rosas

Hallar los mejores niveles de Citoquininas en el establecimiento de
yemas axilares de rosas.

Determinar los niveles del azul de metileno y Nitrato de Plata en el
control de microorganismos contaminantes del medio de cultivo.
Cuantificar el analisis estadistico de la metodologia Seis-Sigma en la
micropropagacion in vitro de rosas.

Construir un modelo de laboratorio de investigacion DIY y un biorreactor

de inmersion temporal (BIT)
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CAPITULO 1.
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Del cultivo in vitro de tejidos vegetales

(Toledo Espinoza, 2006) sefiala en un cuadro la historia de los cultivos

vegetales desde el afio 1756 hasta 1969, trascribo lo indicado desde el afio

1962 que se considera afio clave en el desarrollo de esta tecnologia:

1962

Murashige y Skoog

Para estudios del tabaco, propusieron
una solucion mas concentrada a las
clasicas, caracterizado por la presencia
de grandes cantidades de Nitratos y

sales de Amonio

1964

Morel

Propago orquideas a partir del cultivo

de yemas

1965

Vasil y Hildebrandt

Demostraron que, de una simple
célula, ésta puede dividirse y
desarrollar a una planta completa

(Totipotencia)

1967

Margara

Indujo la floracién al incrementar en

50% los nitratos en el medio MS.

1969

Rossini

Estudios en Orquideas (Calystegia
sepium) logro obtener multiplicacion
de células en suspension agregando

2,4-D y Bencyladenina.

La composicion del medio de cultivo es un factor determinante para el

crecimiento in vitro, siendo el desarrollado por (Murashige & Skoog,

1962) el de mayor uso en la micropropagacion de tejidos vegetales.
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2.1.2 Del cultivo in vitro de rosas
(Mohan Jain & Ochatt, 2010) sefialan que la propagacion In Vitro de la Rosa
es una importante herramienta para la multiplicacion rapida y desarrollo de
nuevos cultivares con caracteristicas deseables. Pero es necesario
comprender ciertos requisitos especificos y una manipulacion precisa de
varios factores. La importancia de cultivos estaticos para la proliferacion de
brotes y la induccion de raices para las rosas son muy importantes. Existen
otros enfoques como la organogénesis y embriogénesis importantes para el
mejoramiento genético. Siendo los tipos de explantes, los medios de cultivo
y la optimizacidn de las condiciones favorables los factores importantes para
la regeneracion exitosa de las rosas.
(Mohan Jain & Ochatt, 2010) citando a Horn Wah (1992), indican que,
aunque la propagacion por metodos vegetativos es una técnica
predominante en las rosas, esta no garantiza la obtencion de plantas sanas y
libre de enfermedades, ademas de depender de las estaciones y tasas lentas
de multiplicacion son algunos de los factores principales que limitan la
propagacion convencional. Mientras que (Garcia, 1999) sefiala que la
propagacion de plantas a partir de yemas y brotes jovenes, para la
presentacion de mutaciones espontaneas son minimas, porque estos derivan
de meristemos organizados y estan sujetos a bajos niveles de variabilidad.
Siendo la técnica del cultivo In vitro, un método alternativo para la
propagacion de plantas que ademas ofrecen caracteristicas Unicas de rapida
multiplicacién en cortos periodos de tiempo, produciendo plantas sanas y
libres de enfermedades, ademas de tener la capacidad de generar propagulos
durante todo el afio, muchas investigaciones reportadas sefialan la
utilizacion de brotes axilares y meristemas apicales (Pati, Rath, Sharma, &
Ahuja, 2006).
(Mohan Jain & Ochatt, 2010) también reportan que las etapas para la
micropropagacion In vitro de rosas implican 1) la Iniciacion de los cultivos
asépticos, 2) Multiplicacion de los brotes, 3) Enraizamiento de los
microshoots y 4) Endurecimiento y transferencia de campo de plantas
cultivadas en cultivo de tejidos.
También indican que en rosas existen muchos estudios sobre la regeneracion

y multiplicacion a través de la organogénesis mediante la formacion de
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callos, sin embargo pocos estudios existen sobre la regeneracién directa de
diferentes explantes, tal como los descritos por (Lloyd, Roberts, & Short,
1988) quienes reportaron por primera vez la regeneracion directa de brotes
utilizando explantes de hojas y raices en R. pérsica x xanthina, R. laevigata
y R. wichuriana. Asi este método tiene implicancias considerables para el
productor de rosas ya que facilitan el proceso de creacion rapida de nuevas
variedades, también esta metodologia implica cambios beneficiosos en las
caracteristicas de crecimiento.

La fisiologia del cultivo in vitro respecto al control ambiental (Cafial,
Rodriguez, Fernandez, Sanchez-Tames, & Majada, 2016) sefialan que las
tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de las caracteristicas fisioldgicas
y morfolégicas de las plantas formadas in vitro estan influenciadas por el
ambiente fisico, quimico y gaseoso de los recipientes y ello ha permitido
una evolucion de las diferentes técnicas utilizadas en la micropropagacion
de plantas. Asi cambios en la concentracion de COz en los recipientes,
manifestandose en alteraciones o déficit en cuanto a su estructura anatdmica
morfoldgica y fisioldgica, presentando un fenotipo incapaz de sobrevivir al
trasplante al invernadero o al campo. Asi en la actualidad se pueden utilizar
diferentes métodos para controlar el ambiente en las diferentes fases de la
micropropagacion ya sea en cultivos heterétrofos, mixotrofos o autotrofos.
La eleccion de la mejor estrategia va a depender de varios factores,
destacando la especie, el numero de trasplantes requerido y la relacion
calidad precio entre otros.

Entre las técnicas mas utilizadas actualmente se encuentran el cultivo de
yemas Yy brotes, callos y nodos. De manera general, los rosales modernos
son los mas propagados, con excepcidn de las rosas en miniatura, que adn
representan un amplio campo a investigar (Castilla, 2005).

Las rosas generalmente se propagan por métodos tradicionales como el
corte, acodo, gemacion e injerto, siendo la técnica de propagacion vegetativa
la dominante, no permite garantizar plantas sanas libres de enfermedades,
ademas de ser estacionales y tener bajas tasas de multiplicacion los que
constituyen en factores limitantes en la propagacion (Mahmood et al. 2018).
Mientras que (Deberg y Leer 1991) sefialan que la micropropagacion es un

método rapido y alternativo para producir un gran nimero de plantulas
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genéticamente uniformes y libres de patégenos durante todo el afio, sin
embargo, este método aun tiene limitaciones como la necrosis de la punta
de los brotes, amarillamiento y absicién de las hojas, disfuncionalidad de las
estomas, etc. que reducen la calidad de los brotes y plantulas y la tasa de
supervivencia dentro del vivero. Informacion que es ampliada por (Reid
1995 y Hughes 1981) quienes sefialan ademas que se producen
deformidades de las plantulas debido a la produccidn en exceso de Etileno
por el tejido vegetal, impacto de la intensidad de la Luz en la eficiencia
fotosintética y biosintesis de pigmentos, concentracion de CO2, alta
humedad al interior de los frascos y la muerte de la planta in vitro, se
produce a una concentracion baja (0.01 ul/L).

La formacion de enzimas hidroliticas como la pectinasa y la celulasa
degradan a las paredes celulares de la zona de absicion (AZ) provocando
que las células se caigan, suelten, reduciendo la lignificacion y al ser
retenidas por las fragiles venas facilmente son eliminadas (Phan y Letouze
1983).

En el estudio de la micropropagacion in vitro de Rosa rosa sp. a partir de
yemas axilares, utilizando Murashige y Skoog (MS) al 100%, como medio
de cultivo para la fase de establecimiento, adicionado con myo-inositol 0,1
mg/L, acido ascorbico 0,1 mg/L, tiamina 0,2 mg/L, sacarosa 30 g,
benzylaminopurina (BAP) 0,4 mg/L, kinetina 0,3 mg/L, &cido naftaleno-
acético (ANA) 0,3 mg/L, y Agar sigma 6 ¢; ajustando el pH a 5,8,
obtuvieron en la fase de establecimiento de 100 explantes el 16% no
brotaron y 22% se contaminaron obteniendo un 62 % de brotes axilares
viables. (VillaR. R. & Arbeléez L. M., 2019)

2.1.3 De la metodologia Seis-Sigma
El origen de la metodologia Seis Sigma se remota a 1985, cuando Bill Smith,
sefiald que, si un producto defectuoso era corregido durante el proceso de la
produccion, otros productos defectuosos no podrian ser detectados hasta que
lo recibiera el cliente final. En tanto si un producto era elaborado libre de
errores, el producto raramente le fallaria al cliente. (Gonzalez, 2003),
también escribe en relacion al Seis Sigma que a través de la metodologia de

DMAIC (Definir, medir, analizar mejorar y controlar) ayuda a estructurar la
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aplicacion de las herramientas estadisticas y estas son utilizadas
ampliamente en las organizaciones por los Masters Black Belt, Black Belt
y los Green Belt.

Como filosofia de trabajo, Seis Sigma significa el mejoramiento continuo
de procesos y productos apoyados en la aplicacion de ésta metodologia, la
que incluye principalmente la utilizacion de herramientas estadisticas y
como meta , un proceso con nivel de calidad Seis Sigma significa
estadisticamente obtener un nivel de clase mundial al no producir servicios
0 productos defectuosos (0.00189 ppm proceso centrado y hasta 3.4 ppm,
con un proceso descentrado de 1.5 o) (Escalante, 2013)

(Atil & Unver, 2000) sefialan que el método Taguchi de disefio de
experimentos es una herramienta estadistica basada en un enfoque
sistematico que utiliza realizar un minimo de experimentos en la que se
emplean matrices ortogonales, tradicionalmente ha sido utilizado en la
prediccion de la contribucidn significativa de cada variable del disefio y para
obtener una combinacion 6ptima de las variables para la ejecucion de un
experimento en tiempo real caso contrario al realizar muchas combinaciones
se requiere mas tiempo y dinero cosa que se obvia con éste método.
Escalante (2005), sefiala que el método Taguchi se puede utilizar en un
proceso para determinar los factores significativos como complemento a la
técnica de los disefios experimentales. Este método disefiado por Genichi
Taguchi aplica conceptos de robustez y ruido. Los factores de ruido son las
causas que hacen que una caracteristica se desvie de su objetivo y pueden
ser FR Externo cuando se presenta fuera del producto (temperatura, error
humano, etc.), FR Entre productos que esta relacionado con la variacion
inherente al producto y el FR Deterioracion, que es la variacion interna
como por ejemplo la diferencia de vida de un producto. Mientras que la
Robustez es la caracteristica del producto cuando es insensible a los efectos
de fuentes de la variacion (ruido). Otros conceptos son los Factores de sefial
(S) que son los parametros utilizados por el operador del producto para
obtener caracteristicas deseadas del mismo y Los Factores de ruido que son
los pardmetros que no se pueden controlar 0 es muy costoso realizarlo.

De igual manera Ajmal et al., 2020, sefialan que el disefio Taguchi como

disefio experimental permite elegir un producto o proceso con una mayor
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consistencia en el entorno operativo y que reconocen que no todos los
factores causante de variabilidad pueden ser controlados, éstos son
conocidos cono factores de ruido que pueden ser controlados durante la
experimentacion mas no durante la produccion, asi se logran identificar los
factores controlables se pueden minimizar los efectos de los factores de
ruido. Lograndose de esta manera un producto robusto o resistente ante la
variacion provocada por los factores de ruido. Los disefios de Taguchi
utilizan arreglos ortogonales (balanceado por tanto ponderados
equitativamente) los que estiman los efectos de los factores del promedio y
la variabilidad. De tal manera que los niveles de los factores se pueden
evaluar sin considerar los otros factores, de tal manera que el efecto de un
factor no afecta la estimacidn de otro de los factores. Asi se reduce el tiempo
y sus costos asociados al experimento comparado con experimentos
fraccionados. Por tanto, los disefios con arreglos ortogonales se concentran
en los prioritariamente en los efectos principales, también es posible agregar
un factor de sefial al disefio de Taguchi para crear un experimento de
respuesta dinamica, para mejorar la relacion funcional entre una sefial y una
respuesta de salida .(¢Qué es la relacion de sefial a ruido en un disefio de
Taguchi?, s. f.).

En un estudio sobre la optimizacion del proceso de compostaje en
recipientes a escala piloto para diversos desechos agricolas a temperatura
elevada mediante el uso de la técnica de Taguchi y la evaluacion de la
calidad del compost se realizaron un total de 09 experimentos con tres
niveles de temperatura (55 °C,65 °C, 75 °C)ytiempo (15 h,18 h, 22 h)
en un compostador a escala piloto equipado con sistemas de control de
temperatura, aireacion, agitacién y humedad para el compostaje de estiércol
de aves de corral (PM), desechos vegetales (VW) y paja de arroz (RS)
mezclados en una proporcion de 5.5: 3.5: 1 respectivamente.

La aplicacién del Método de Taguchi, permitio el estudio simultaneo en un
mismo experimento de los factores de influencia considerados mas
importantes en diferentes combinaciones y, al mismo tiempo, determinar la
contribucion de cada factor. considerado un método eficaz ya que permite
alcanzar rapidamente entre el 70 y el 90% de la optimizacién deseada de los

parametros técnicos. El 10 a 30 por ciento que falta se puede obtener con
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uno o dos experimentos complementarios, limitados a 2 a 4 parametros
técnicos que se consideran los mas influyentes. La aplicacion del Método
Taguchi, permitio el estudio simultdneo en un mismo experimento de todos
los factores de influencia considerados mas importantes en diferentes
combinaciones y, al mismo tiempo, determinar la contribucion de cada
factor por ello es considerado un meétodo eficaz ya que permite alcanzar
rapidamente entre el 70 y el 90% de la optimizacion deseada de los
parametros técnicos. El 10 a 30 por ciento que falta se puede obtener con
uno o dos experimentos.(Titu et al., 2018)

Utilizando el método Taguchi en el DOE, en una investigacion agricola,
donde se evalud las densidades de plantas (45*45*, 45*30, 45*22.5 cm) y
diferentes niveles de fertilizante NPK (40:20:20, 50:25:25 y 60:30:30
kg/ha.) sobre el rendimiento del algodon (Gossipium arboreum) cultivares
(PA 402 y PA225), el método Taguchi se evalu6 comparandose con la
técnica estadistica de Fisher. EI método Taguchi redujo el ndmero de
experimentos para obtener la combinacion 6ptima de factores y sus niveles
en un 50% (de 8 a 4), reduciendo asi el tiempo y el costo, generando
resultados similares a lo obtenido con los métodos convencionales.(Deo
etal., 2007)

(Silva T.V.L., 2000) sefiala que Taguchi en el desarrollo de sus trabajos
comprobd que el uso de los experimentos factoriales completos ademas de
resultar muy costosos, requerian mucho tiempo. Comenz6 entonces a
utilizar ordenamientos ortogonales, con los cuales se podian disminuir
considerablemente el nimero de experimentos y aun obtener los beneficios
que se buscan en la disminucion de la variabilidad y el aumento de la
productividad. Por ejemplo, si se trabaja con 7 factores y a dos niveles para
cada factor, un experimento factorial completo requiere 27 = 126
experimentos, mientras que con un ordenamiento factorial completo se
necesitan 8. Si se trabaja con 15 factores (y dos niveles por factor) el nimero
de experimentos sera de 2%° = 32,768. Mientras que con un ordenamiento
ortogonal solo se necesitarian 16 experimentos.

Estimar el tamafio del experimento utilizando calculos de potencia y tamafio
de la muestra, filtrado de datos sin procesar en busca de errores

obvios; utilizando el estimar el tamafio del experimento utilizando célculos
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de potencia y tamarfio de la muestra, filtrado de datos sin procesar en busca
de errores obvios, utilizando el estimar el tamafio del experimento
utilizando célculos de potencia y tamafio de la muestra, filtrado de datos
brutos en busca de errores obvios, utilizando la pruebat o analisis de
varianza para andlisis paramétrico y disefio eficaz de datos graficos (Festing
& Altman, 2002)

Los experimentos factoriales son disefios a menudo extremadamente
poderosos porque generalmente brindan mas informacién para un tamafio
determinado de experimento que la mayoria de los disefios de factor Unico
a costa de una mayor complejidad en el analisis estadistico. Se describen en

la mayoria de los textos estadisticos tal como (Montgomery D.C., 1991)

2.2 De las variedades de rosas

Las rosas en el mundo son las plantas ornamentales mas importantes, que se
utilizan en mayor frecuencia como adornos, medicinales y aromaticos.

Castilla (2005), en su estudio sobre la revision bibliografica del cultivo de rosas
(Rosa sp) reporta que, de acuerdo con su origen, actualmente las rosas pueden
clasificarse en tres grupos Especies silvestres de rosas: las que originalmente
crecen en la naturaleza y constituyen los ancestros de las demas rosas. La mayoria
presenta flores pequefias, solitarias, con cinco pétalos generalmente de color
amarillo, rosado o blanco. Rosales antiguos: hibridos de las especies silvestres,
considerados hasta 1867 en que surgid el primer rosal moderno: el hibrido del té.
Rosales modernos: constituyen el 95 % de los rosales que se cultivan en la
actualidad. Son mas resistentes a las enfermedades y sus flores perduran por mas
tiempo. Se clasifican en ocho grupos, entre los que se destacan comercialmente
las rosas arbustivas, trepadoras, tapizantes y rosas en miniatura. Estas ultimas
generalmente no sobrepasan una altura de 45 cm y resultan ideales para sembrar
en macetas. Las distintas especies de rosas han sido sometidas durante muchos
afios a un proceso continuo de seleccion e hibridaciones, que ha traido como
resultado la aparicidn de nuevas variedades, por lo que actualmente existen cerca
de 30 000. Sin embargo, existen también otras técnicas, como las del cultivo de
tejidos, que investidas de mayor actualidad y aunque menos conocidas, permiten
la rapida introduccion de variedades de rosas, asi como la mejora por mutagénesis

y seleccion in vitro. El cultivo de tejidos se puede definir como un conjunto de
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técnicas que permiten el cultivo en condiciones asépticas de dérganos, tejidos,
células y protoplastos empleando medios nutritivos artificiales. Otras ventajas
consisten en que posibilitan aumentar el coeficiente de multiplicacion, producir
independientemente de las condiciones ambientales y facilitar la comercializacion
de las especies vegetales.

“Los rosales son plantas muy antiguas, que se difundieron como silvestres en el
hemisferio norte a través de dos corrientes fundamentales: la oriental y la
occidental. Estas se desarrollaron al principio en forma separada, produciéndose
luego la hibridacidon entre el grupo europeo-mediterraneo y el grupo oriental de
especies”, citado por (Oviedo & Rodriguez, 2009), también sefiala que el rosal es
un arbusto erguido, de ramas lefiosas, delgadas, flexibles y nudosas. Sus flores
suelen ser grandes y vistosas, se multiplican por estacas, acodos, injertos y
semillas.

(Linares, 2020), menciona la clasificacion taxondmica y morfologia, asi como los
tipos de rosal. Actualmente, se comercializan hibridos de especies de rosa
desaparecidas, que ha conformado un gran portafolio de variedades, ente las que
sobresalen: Freedom, Limbo, Gold Strike y Mush, entre otras.

En el anexo 5 se aprecia la clasificacion botanica de Las rosas, en el anexo 6 el
tipo de rosales y sus caracteristicas y finalmente en el anexo 7 la clasificacion de

las flores por el nimero de pétalos, color, forma y longitud del tallo.

2.3 De la Biotecnologia

Actualmente la biotecnologia ofrece la oportunidad de controlar la naturaleza y
acceder a mejores condiciones de vida, pero también el peligro de ser atacados
nuestros derechos cuando se atentan contra la dignidad humana, criterio que esta
en la base de dichos derechos. como resultado de esto surge una variedad de
problemas éticos y juridicos planteados por los constantes avances en las ciencias
bioldgicas y médicas que han favorecido el nacimiento de dos nuevas ciencias
cuyo papel es evitar los excesos de estas tecnologias; la Bioética y la Biojuridica.
(Martinez Torremocha, 2004)

La biotecnologia le da al hombre un nuevo poder, pero acompafiado siempre por
dilemas éticos. Se puede considerar la biotecnologia o la ingenieria genética
aplicada a las plantas como una herramienta mas, utilizada por el hombre, que

puede aportar beneficios, pero también riesgos. Sin embargo, no hay que olvidar
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que lo mismo ocurre con otras tecnologias actuales como la telefonia movil,
Internet o determinados medicamentos. Tienen sus riesgos, pero el hombre no
renuncia a ellas. Ahora, una vez que las conoce y que las utiliza, no podria
renunciar (Caamario M., 2007)

Muchas especies amenazadas tiene una potencialidad econdémica importante
como futuros cultivos o como donantes de genes, por ello es de gran importancia
que los investigadores que trabajan en ellas sean respetuosos con los cédigos de
ética desarrollados sobre biotecnologia y con los convenios internacionales que
regulan el acceso a estas especies (Fay & Clemente, 1997)

En américa latina, el espacio biotecnoldgico es una gran fuente de ambigiedades
cuando de valores se trata que termina como aliado de los poderes dominantes,
principalmente cuando se trata de la ingenieria genética para la transformacién
de semillas ya que resulta valiosa para la ciencia, pero dafiina no solo en lo relativo
a la conservacion de la vida con toda su biodiversidad, sino en lo econémico,
social, cultural y antropologico e incluso médico, por ende es necesario establecer
limites éticos al mismo. (Pfeiffer, 2015)

Otras técnicas que estadn relacionadas con los cultivos in vitro como la
transformacion genética de las plantas, que consiste en la transferencia de genes
exogenos al interior del genoma vegetal, previamente modificados en cultivos in
vitro para permitir su expresion genética. Asi, (Firoozabady, Moey, Curtney-
Guteterson, & Robinson, 1994) realizaron investigaciones con tejidos friables
embriogénicos (TFE) de cultivos de filamentos de rosa (R. hybrida cv. Royalty)
fueron obtenidos y cocultivados con Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes,
portando un vector con los genes neomicina fosfotransferasa Il (npt II),
glucuronidasa (GUS) o luciérnaga luciferasa (LUC). Las colonias supuestamente
transformadas fueron seleccionadas en kanamicina. Se obtuvieron entre 50 a 60
lineas de callos embriogénicos transformados, obtenidos de cada gramo de TFE
inoculado con Agrobacterium. Los callos embriogénicos transformados fueron
transferidos a medio de maduracién para formar embriones somaticos, que luego
produjeron plantas. La naturaleza transgénica de estas fue confirmada por ensayos
enzimaticos, PCR e hibridacion Southern. Aproximadamente 100 plantas
transgénicas fueron establecidas en el suelo y florecieron en el invernadero. Este
procedimiento facilita la introduccion de genes deseables, especialmente los que

controlan el color de la flor en cultivares comerciales de rosa. Es asi como la
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manipulacion genética de los cultivos vegetales en la obtencion de colores de rosas
(azul, verdes o negras) con fines comerciales rebasan las consideraciones éticas

de la manipulacidn de la naturaleza consideradas como natural.

2.4 Uso de nanoparticulas de plata y otros

La abscision foliar de rosa (Rosa hybrida L. '‘Baby Love') cultivada in vitro debido
a la acumulacion de gas etileno y enzimatica, la actividad hidrolitica, son
fendmenos anormales que afectan la calidad de los brotes, el empleo de
nanoparticulas de plata (AgNP) y nanoparticulas de cobalto (CoNP) para superar
la abscision de las hojas y el efecto de la propagacion masiva de brotes,
enraizamiento y aclimatacion en la etapa de vivero, mostraron que los brotes
cultivados en MS suplementado con 2 mg / L de AgNP dio el mayor coeficiente
de multiplicacién de brotes, altura de brotes, peso fresco, peso seco e indice de
clorofila (5.33 brotes; 3,06 cm; 451,00 mg; 58,33 mg; 32,28; respectivamente)
gue con CoNPs y medio MS basal. Mientras tanto, en la etapa de enraizamiento,
el medio MS agregado de 4.65 pg / L CoNPs fue el mas Optimo con una
proporcion de masa seca (10.28%), nimero de raices (5.67 raices), longitud de
raiz (2.17 cm) y SPAD (41.07 nmol / cm2 ) asi como redujo el contenido de gas
etileno (0,11 ppm) y actividad enziméatica como pectinasa (0,07 Ul / ml) y celulasa
(0,25 Ul / ml) en comparacion con las otras tratamientos después de 4 semanas de
cultivo. Las plantulas derivadas del cultivo in vitro en medio a las que se afiadieron
4,65 pg/L de CoNP dieron la mayor tasa de supervivencia (96,67%), asi como
crecimiento y desarrollo en la etapa de vivero. (Ha et al., 2020)

La micropropagacion de rosas utilizadas para la produccion de plantulas clonales
y libres de enfermedades y con fines de reproduccion, muestran trastornos
fisiol6gicos como hojas con tempranas senescencia y tasa de multiplicacion muy
baja en condiciones in vitro. Estos sintomas se asociaron con alta sensibilidad de
estos cultivares a la acumulacion de etileno en ambiente in vitro. La rosa cv. Sena
cultivada in vitro bajo diferentes concentraciones de AgNO3 y dos fuentes de luz,
LED y lamparas fluorescentes, para determinar sintomas de la acumulacion de
etileno al utilizar AgNO3 a 1.0-2.0 mg L-1 resolvio los principales desérdenes
fisiolégicos in vitro observados en esta rosa. Ademas, el AgNO3 estimuld la

induccidn del 50% de los brotes de rosa a la floracion in vitro a 2.0 mg L-1. Las
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concentraciones mas altas también resultd en la induccion de la floracion, pero
con un desarrollo floral imperfecto(Matos et al., 2020)

Las rosas generalmente se propagas por métodos tradicionales como corte, acodo,
gemacion e injerto. Aunque la propagacion vegetativa es una técnica dominante
en la rosa, no garantiza plantas sanas y libres de enfermedades. Ademas, la
estacionalidad y bajas tasas de multiplicacion son algunas de los factores
limitantes en la propagacién (Mahmood et al. 2018). También sefialan que la
micropropagacion se considera un método rapido y alternativo para producir un
gran numero de plantulas genéticamente uniformes y libres de patdégenos durante
todo el afio. Sin embargo, este método todavia tiene limitaciones como como
necrosis de la punta de los brotes, amarillamiento y abscision de las hojas, estomas
disfuncionales, etc. que reducen la calidad del brote y plantulas, ademas de la tasa
de supervivencia en el vivero (Debergh y Leer 1991).

La micropropagacion de la rosa a menudo provoca que las hojas se pongan
amarillentas y se observan fendmenos de abscision, plantulas que no crecen
completamente, deformidad debido a la produccion excesiva de etileno por el
tejido vegetal, impacto de la intensidad de la luz en la eficiencia fotosintética y
biosintesis de pigmentos, concentracion de CO2, alta humedad al interior de los
frascos de cultivos (>95%), temperatura del aire, condiciones de cultivo, etc. El
desprendimiento de drganos, especialmente la abscision se asocia a menudo con
el efecto del gas etileno, celulasa y enzimas hidroliticas de pectinasa. El etileno es
un gas que afecta el crecimiento, diferenciacidn, envejecimiento y muerte de
plantas in vitro a baja concentracion (0,01 pL/L). Ademas, el etileno que se
produce in vitro durante el proceso de cultivo su contenido depende de la etapa de
crecimiento, tipo de explante y la concentracion de reguladores del crecimiento
de las plantas (Reid 1995; Hughes 1981).

La formacion de enzimas hidroliticas como la pectinasa y la celulasa degradan las
paredes celulares de la zona de abscision (AZ), provocando que las células se
desarticulan, se caigan, reduciéndose la lignificacién y las hojas solo son retenidas
por las fragiles venas facilmente eliminado (Phan y Letouze 1983).

La nanotecnologia, una revolucion industrial del siglo XXI, puede aplicarse en
diversos campos de la ciencia y la tecnologia. En micropropagacion vegetal, las
nanoparticulas de cobalto (CoNP) y nanoparticulas de plata (AgNP) se utilizan

ampliamente como factores para mejorar la absorcion de nutrientes de las plantas,



30

que afectan la germinacion de las semillas, la regeneracion y el crecimiento de los
explantes, el cobalto (Co), un mineral nutritivo en el medio de cultivo, es uno de
los factores exdgenos, esenciales para las plantas y presentes en casi todos sus
6rganos ayuda a activar la enzima de la glucdlisis la fosfoglucomutasa, las
enolasas y quinasas en el metabolismo del &cido pirdavico y en los procesos de
oxidacion (Talankova-Sereda et al. 2016). Ademas, el Co también juega un papel
importante en la inhibicién de la formacién y actividad del gas etileno.
Inhibiéndolo a partir del &cido I-aminociclopropano-1-carboxilico (enzima ACC),
enzima importante en la conversion de ACC en etileno (Thao et al. 2015; Kumar
et al. 2009).

Estudios recientes sobre la aplicacion de la nanotecnologia en la
micropropagacion de plantas han demostrado que los CoONP pueden ser una fuente
potencial de micronutrientes para reemplazar las sales inorgénicas en los medios
de cultivo (Fouad y Hafez 2018). Ademas, la plata (Ag) no se agrega de forma
rutinaria al medio de cultivo como elemento nutritivo pero afiadido suele prevenir
agentes microbioldgicos y evitar fendmenos anormales de micropropagacion en
forma de iones Ag + en sal de nitrato de plata (AgNO3), tiosulfato de plata
(Ag2S04). El receptor de etileno (ETR1) contiene un sitio que se une al etileno
con un ion de cobre (Cu2 +). El reemplazo del cofactor Cu2 + por Ag + bloqueara
el receptor y evitard la inhibicion sefiales de etileno en plantas (Kumar et al. 2009).
En la micropropagacion de plantas, la Ag en tamafio nanométrico (AgNP) ha sido
utilizado para controlar a microorganismos resistentes (hongos, bacterias, etc.)
(Arab et al. 2014; Spinoso-Castillo et al. 2017) e inhibir la actividad del gas
etileno, mejorando el crecimiento, desarrollo y calidad de las plantulas (Thao et
al. 2015). Sin embargo, los resultados de la investigacion sobre CoNP y AgNP
todavia son muy limitados, especialmente en la superacion de fendmenos
anomalos de la rosa cultivada in vitro. Pero se aprecian un buen crecimiento y
desarrollo de brotes in vitro, limitando la biosintesis de etileno, superando el
amarillamiento y la abscision de las hojas mediante la inhibicion de
hidrolizaciones enziméaticas como la celulasa y pectinasa, asi como aumentando
la tasa de supervivencia en la etapa de adaptacion.

(Spinoso-Castillo et al., 2017), al estudiar el efecto antimicrobial y hormético de

las nanoparticulas de plata en sistemas de inmersion temporal encontr6 que a una
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mayor cantidad hubo una menor contaminacién mientras que a un menor nivel

observaron una estimulacién del crecimiento.

De los Biorreactores de inmersion temporal

El cultivo in vitro convencional utiliza recipientes cerrados y medio gelificado con
suplementos de azucar. El cultivo del biorreactor utiliza un medio liquido y
normalmente incorpora aireacion aséptica. Permitiendo una mayor absorcion de
nutrientes a través del medio liquido junto con la renovacion del aire dentro de los
biorreactores mejorando el estado fisiologico de los explantes (Vidal & Sanchez,
2019). Estos investigadores trabajaron sobre la viabilidad de usar biorreactores
para superar la resistencia de muchos arboles a la micropropagacion y/o disminuir
el costo de la propagacion a gran escala. Se centraron en el uso de biorreactores
durante la multiplicacion, enraizamiento (conversion de plantas en el caso de
embriones somaticos), y etapas de aclimatacion de la micropropagacion de brotes
axilares y embriones somaticos de arboles forestales (incluyendo algunos arbustos
de interés comercial), tanto en sistemas de inmersion temporal como continua.
Los biorreactores son recipientes disefiados para cultivos de células, tejidos u
organos a gran escala en medios liquidos. Funcionalmente, los biorreactores de
cultivo de plantas se pueden dividir en dos tipos amplios: aquellos en los que los
cultivos se sumergen parcial o temporalmente en el medio, y aquellos en los que
los cultivos estan continuamente sumergidos. Los biorreactores proporcionan un
control mas preciso del intercambio gaseoso del crecimiento de las plantas,
iluminacion, agitacion media, temperatura y pH que los recipientes de cultivo
convencionales. La propagacion de plantas basada en biorreactores puede
aumentar la tasa de multiplicacion y crecimiento de cultivos y reducir los
requerimientos de espacio, energia y mano de obra en micropropagacion
comercial. Por tanto, pueden ser atractivo para los paises en desarrollo en lo que
respecta a instalaciones de cultivo de plantas nuevas o en expansion, en
combinacidén con un laboratorio convencional. Sin embargo, para ser rentable, el
uso de biorreactores requiere un indice de cultivos de plantas y atencién a los
procedimientos asépticos durante la manipulacion de material vegetal. Por lo
tanto, la integracion de biorreactores en los sistemas de produccion solo debe ser
intentada por personas con experiencia y propagadores experimentados (Levin,
R., G.Tanny, 2004)
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Los cultivos de dérganos y tejidos vegetales in vitro suelen afrontar desafios
tecnoldgicos. Cuando se desea el cultivo sumergido de células vegetales en un
entorno controlado, la morfologia y fisiologia del crecimiento caracteristicas de
los cultivos de 6rganos diferenciados presentan un problema en la ampliacion del
proceso. Los sistemas de inmersion temporal se desarrollaron hace varias
décadas. Estos sistemas proporcionan el entorno mas natural para el cultivo in
vitro de brotes de plantas y plantulas. En los ultimos afios, los sistemas de
inmersion temporal han sido reconocidos como una tecnologia en perspectiva para
la micropropagacion de plantas, la produccién de metabolitos secundarios
derivados de plantas, la expresion de proteinas extrafias y posibles soluciones en
fitorremediacion. Hoy en dia, varios sistemas de inmersion temporal, que operan
sobre principios tecnoldgicos similares o divergentes, se han desarrollado y
aplicado con éxito en el cultivo de varios sistemas de plantas in vitro, incluidos
embriones somaticos y cultivos de raices transformadas (Georgiev et al., 2014)
Los principios basicos en el que se basa el trabajo de los biorreactores son las
Leyes de Boyle-Mariotte: para un gas a una temperatura constante, el volumen es
inversamente proporcional a la presion sobre éste: p;v; = p,v, («Ley de Boyle-
Mariotte», 2021). Los gases al ser elasticos se pueden comprimir, al contrario de
los liquidos, los gases cuando estan encerrados tienden a ocupar el mayor espacio
posible y ejercen una presion sobre el recipiente que ocupan. Esta ley es
fundamental en la neumatica, pues nos va a indica el rendimiento que tendra la
instalacion de un biorreactor.

La hidrostatica que es una rama de la fisica en donde se estudian los fluidos en
estado de reposo. Existen dos principios basicos que la tratan:

El principio de Arquimedes, que afirma que un cuerpo total o parcialmente
sumergido en un fluido estatico e incomprensible, serd empujado con una fuerza
igual al peso del volumen del liquido desplazado por dicho objeto, asi cuando un
cuerpo se encuentra sumergido en el fluido se efectia un empuje hidrostatico
resultante de las presiones sobre la superficie del cuerpo que actta siempre hacia
arriba mediante el centro de gravedad del cuerpo y de valor igual al peso del fluido
desplazado: E = p, .V = pfgV («Principio de Arquimedes», 2021)

El principio de Pascal, que nos sefiala que el incremento de presion aplicado a una
superficie de un fluido incomprensible, contenido en un recipiente indeformable,
se transmite con el mismo valor a cada una de las partes del mismo.(«Principio de
Pascal», 2021)
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CAPITULO III.
SISTEMA DE HIPOTESIS

3.1 Formulacion de las hipotesis
3.1.1 Hipdtesis general
Es el método estadistico de Taguchi de la metodologia Seis-Sigma, viable
en las investigaciones de la micropropagacion de tejidos in vitro de rosas en
Huénuco
3.1.2 Hipdtesis especificas
- Se puede reducir el costo y tiempo de la micropropagacion de rosas in
vitro, utilizando el estadistico de Taguchi
- Se puede implementar un laboratorio DIY para el establecimiento de
cultivo de tejidos vegetales in vitro
- Se puede implementar un sistema de biorreactores DIY, para la fase de

multiplicacidn y enraizamiento de tejidos cultivados in vitro

3.2 Operacionalizacion de las variables

DEPENDIENTE:

Viabilidad de la Tamafio de los Longitud de Cuantitativa
produccion de rosas | brotes brotes continua Resultado
en Huénuco. producidos en el | producidos in del analisis

medio de cultivo | vitro estadistico método

de Taguchi del Seis

-Sigma
INDEPENDIENTE:
Cultivo de rosas In | Medios de Produccion de Cuantitativa
vitro cultivo con 5 brotes viables continua Resultado

del analisis
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factoresy 2

estadistico método

niveles de Taguchi del Seis
-Sigma
INTERVINIENTES:
Laboratorio utilizado | Fase de Elaboracion de Cuantitativa

establecimiento
en un laboratorio
DIY

un modelo de
laboratorio y un
biorreactor de

bajo costo auto

continua
Resultado del
analisis estadistico

método de Taguchi

ejecutable del Seis -Sigma
METODO:
Medio base MS, Cultivo eficiente | Plantas de gran Cuantitativa
Murashige  Skoog | y aséptico de crecimiento continua Resultado
(1962), Ph, Auxinas, | explantes viables y del analisis
Citoquininas, Azul de axenicas estadistico método
metileno y Nitrato de de Taguchi del Seis
plata -Sigma
3.3 Definicién operacional de las variables
- Rosa: el género Rosaesta compuesto por un conocido  grupo

de arbustos espinosos y floridos representantes principales de la familia de las
rosaceas. Se denomina rosa a la flor de los miembros de este género y rosal a
la planta.

In vitro: (latin: 'dentro del vidrio’) se refiere a una técnica para realizar un
determinado experimento en un tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente
controlado fuera de un organismo vivo.

Seleccion in vitro o hibridacion somatica: técnica utilizada para la
introduccién de nuevas caracteristicas en las plantas mediante la ingenieria
genética y para la propagacion masiva de plantas.

Micropropagacion: es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos
utilizados para multiplicar plantas asexualmente de forma rapida, eficiente y

en grandes cantidades.



https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
https://es.wikipedia.org/wiki/Espina_(bot%C3%A1nica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor

35

Enraizamiento, el proceso de enraizamiento de los cultivos in vitro es
caracterizado por la induccion de las raices adventicias en brotes alargados, los
que se encuentran en un medio de cultivo enriquecido con auxinas para asi
obtener plantulas completas listas para su aclimatacion.

Yema, es el rudimento de un vastago que se forma en las axilas de las hojas
estando protegidas por una serie de hoja.

Brote, es el vastago en estado de desarrollo a partir de la yema hasta que ha
terminado su crecimiento

Cultivo de nodos, son los segmentos de tallo la planta donde se encuentran las
hojas generalmente cubriendo a las yemas axilares, los que constituyen puntos
de ramificacion y crecimiento

Cultivo de callos, obtenido a partir de cualquier planta u 6rgano, en un medio
conocido, conteniendo auxina y/ o citoquininas. Este tipo de cultivo puede
mantenerse indefinidamente, trasplantando periodicamente secciones de callo
a un nuevo medio fresco

Cultivo de células, se obtiene pasando los callos cultivados a un medio liquido
Cultivo de protoplastos, de las células en suspension separadas mediante
enzimas que las liberan de la pared celular de cultivos en suspension, se utiliza
cuando se desea aumentar la diversidad genética de los cultivos.

Cultivo de apices de tallo, se realiza cuando se desea obtener plantas libres de
virus, consta del meristemo y de 2 a 3 primordios de hoja.

Cultivo de meristemos, son grupos de células que mantienen su actividad
embrionaria durante toda la vida de la planta

Auxinas, son sustancias que regulan el crecimiento de las plantas
Citoquininas, son sustancias quimicas que pueden estimular principalmente la
division celular o citocinesis.

WPM, Woody plant medium, método desarrollado por (LLoyd & McCown,
1981)

MS, método desarrollado por (Murashige & Skoog, 1962)

SEIS-SIGMA, es una metodologia de trabajo, filosofia que significa
mejoramiento continuo de procesos y productos, que incluye principalmente la
utilizacion de herramientas estadisticas.

BIORREACTORES, son recipientes disefiados para la produccion a gran

escala de células, tejidos u 6rganos cultivados en un medio liquido.
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- SISTEMA DE IMMERSION TEMPORAL, es el cultivo de células, tejidos
u drganos expuestos temporalmente a un medio de cultivo liquido, en
biorreactores semiautomatizados, bajo condiciones controladas.

- AZUL DE METILENO, o cloruro de metiltionina, es un colorante organico
que se usa para tratar una enfermedad Ilamada metahemoglobinemia. Es un
compuesto quimico heterociclico aromatico con formula molecular:
C1sH1sCINsS

- NITRATO DE PLATA, es una sal inorganica mixta, diluido en aceite
reacciona con el cobre formando nitrato de cobre, si se filtra lo que queda es

plata.
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CAPITULO IV.

MARCO METODOLOGICO

4.1 Ambito de estudio
El presente trabajo de investigacion se realizé en un laboratorio implementado en
casa del investigador debido a la inviabilidad de acceso a los laboratorios de la
Universidad debido a la Pandemia del Covid-19, la fase experimental, se realizo
dentro de un ambiente acondicionado por el ejecutor de la tesis, bajo el enfoque
de la metodologia DIY (Do it yourself — hagalo usted mismo), bajo supervision
online y presencial del asesor docente.
La zona de impacto de la investigacion es el poblado de Huandobamba distrito de
Ambo — Huanuco.
Las muestras de variedades de rosas fueron recolectadas de los cultivos sembrados
en el jardin de la casa que fueron adquiridos en viveros comerciales, asi como de

los jardines de Rosas de la Unheval.

4.2 Tipo y nivel de investigacion

El estudio planteado fue una investigacion experimental, prospectivo, longitudinal
y comparativo.

El tipo de estudio fue Experimental, porque modificamos algunas variables de
estudio, asignando aleatoriamente diferentes factores como el Ph, Las hormonas
BAP (6-Bencil amino purina) y ANA (&cido a-Natftalacético) bajo 2 niveles uno
minimo y otro maximo durante el estudio. Fue Prospectivo, porque recogimos la
informacion del cultivo in vitro de acuerdo a intervalos de tiempo programado,
siendo en todos los casos a los 21 dias de sembrados en el medio de cultivo. Fue
Longitudinal, porque realizamos un seguimiento hasta obtener los brotes de rosas
aptos para su posterior multiplicacion. Fue Comparativo, porque dentro del
cultivo in vitro comparamos los diferentes factores que tuvieron diferentes niveles
de pH, hormonas y también con 2 factores considerados de ruido como el Azul de
Metileno y el Nitrato de Plata como anti microbianos para contrastar las hipétesis

centrales de causa — efecto.
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El nivel de la investigacion es Exploratoria, porque realizamos un primer
acercamiento cientifico al problema, que es el de proveer plantines de Rosas con
caracteristica propias de las plantas provenientes de cultivos in vitro, el de
encontrar un método estadistico que permita analizar los protocolos 6ptimos en
un menor tiempo y menor costo que ofrece el método de Taguchi en los procesos
de manufactura y producto de calidad en la industria, pero que no ha sido aplicado
en la micropropagacion de cultivo de tejidos vegetales, en este caso en el cultivo
in vitro de Rosas y que se pueda implementar un laboratorio de bajo costo bajo el
enfoque DIY (hagalo usted mismo), que pueda ser de facil construccion e

implementacion por cualquier usuario (agricultor).

4.3 Poblacion y muestra

4.3.1 Descripcion de la poblacion
La poblacion de donde se extrajeron los explantes para el estudio fueron de
las variedades de rosas injertas, cultivadas en casa y de los jardines de rosas
de la Unheval de la ciudad de Huénuco.

4.3.2 Muestra y método de muestreo
Se ha considerado un muestreo pseudoaleatorio intencional, al no disponer
un marco muestral de facil construccion, debido a la necesidad de plantas
sanas libres de enfermedades, dependiendo la seleccion de la muestra a la
arbitrariedad del investigador (Metodologia y técnicas cuantitativas de
investigacin_6060.pdf, s. f.)
Asi, debido a las caracteristicas propias del estudio el nUmero de muestras
requeridas minimo fue de 8, por tanto, el tamafio de la muestra tomadas de
la poblacion fue pseudoaleatoria por conveniencia propia de la metodologia
de la investigacion realizada. Para darle una mayor consistencia en los
resultados se utilizaron 160 muestras. Las muestras fueron debidamente
seleccionadas de plantas fisiologicamente sanas, tomando tallos con yemas
florales en latencia, tomadas al azar las cuales se escogieron tallos con un
minimo de 6 brotes axilares.

4.3.3 Criterios de inclusion y exclusion
Las muestras seleccionadas debian tener los siguientes criterios de
inclusion:

1. Provenir de plantas fisiolégicamente vigorosas y sanas
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2. Tener un didmetro promedio de los tallos de 4 £ 0.5 mm
3. Tener brotes axilares intactos

4. Las ramas debian tener un minimo de 8 hojas

Criterios de exclusion:

1. Plantas débiles

2. Plantas muy espinosas

3. Explantes con cortes imprecisos

4.4 Disefio de la investigacion
El disefio fue realizado utilizando el software Minitab-19® siguiente: columnas
del arreglo de L8(2\7): 12 4
Reduciéndose a 8 tratamientos experimentales de un posible disefio experimental
factorial con 128 combinaciones.
Relacién de Sefial a Ruido (S/R) para el disefio estatico
La S/R, es la medida de robustez utilizada para identificar la configuracion del
factor de control que minimiza el efecto del ruido sobre la respuesta, separada para
cada combinacion de los diferentes niveles del factor control. Se utiliz6 la relacion
S/R mas grande es mejor, la cual se calcula mediante la siguiente formula:
S/R =—10 log1o(£(1/Y?) / n)
Donde:
Y = son las variables respuestas para la combinacion de los niveles de los
diferentes factores
n = Es el nimero de respuestas de la combinacion de los niveles de los factores
Los factores y niveles son los siguientes:
A: pH (5.5-5.9)
B: Auxinas (1 — 3ppm * I}
C: Citoquinas (5 — 25ppm * I')
D: Azul de metileno (1 — 2gotas I *)
E: Nitrato de plata (40 — 80mg* I
De acuerdo al nimero de factores e interacciones, se requieren 6 columnas de un
Arreglo factorial (AO) de dos niveles, siendo el adecuado el L8(27), la gréfica

lineal es la siguiente:
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La hoja de trabajo generada por Minitab se muestra a continuacion:

Columna
Prueba | 1 2 3 4 5 6 7 | VR
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2
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Y el cuadro de acomodo del disefio de experimentos generado por

Minitab®

C1 C2 C3 C4 C5 C6

CH | Auxinas | Citoquinas | Azul de Nitrato | Crecimiento
metileno | de Plata | (cm)

9.5 0.1 0.5 1 0.125

5.5 0.1 0.5 2 0.250

5.5 0.3 2.5 1 0.125

9.5 0.3 2.5 2 0.250

5.9 0.1 2.5 1 0.250

5.9 0.1 2.5 2 0.125

5.9 0.2 0.5 1 0.250

5.9 0.3 0.5 2 0.125
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4.5 Disefio estadistico

El modelo matematico aditivo lineal para las medias y S/N es el siguiente:

Yijklmn =aq; + ,B] + v+ 91 + w, + €ijkimn

Donde:

Yijkim : Crecimiento (mm) del explante

Qa;

Bj

: Efecto del i-ésimo nivel de pH

: Efecto del j-ésimo nivel de la hormona auxina

Y« Efecto del k-ésimo nivel de la hormona Citoquina

0,

: Efecto del I-ésimo nivel de gotas de Azul de metileno

w,, : Efecto de la m-ésima cantidad de Nitrato de Plata (mg)

&ijkim" Efecto del error experimental

4.5 Técnicas e instrumentos

4.5.1 Técnicas

Micropropagacion.

La propagacion asexual de las plantas utilizando las técnicas de cultivos
vegetales, utiliza las vias de regeneracion en el cultivo de tejidos vegetales
tal como se muestra en la figura 1.

Figura 1

Esquema de la micropropagacion in vitro

Medio y condiciones

Explante INTERACCION de cultivo

mmﬂ

Embriogénesis

Respuesta

4 Organogénesis

somética <=" MORFOGENESIS

Fuente: Taller internacional de biorreactores y biofabricas (2021)
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Etapas de la micropropagacion
Para un desarrollo adecuado de la micropropagacion es necesario la
optimizacion de cada uno de los 5 estadios sefialados por (Debergh &
Maene, 1981). Siendo los estadios del | al Il los que transcurren
propiamente in vitro definidos por (Murashigue, 1974), en tanto que los
estadios 0 y IV se desarrollan en el invernadero.
Los estadios de la micropropagacion propuesto por (Debergh & Read, 1991)
son sefialados a continuacion:
Estadio 0: Preparacion de los explantes
Etapa indispensable e importante en un esquema de micropropagacion
confiable y repetible. La planta a propagar, se realiza bajo condiciones
altamente higiénicas.
En este estadio, se previenen los problemas de contaminacion, reduciendo
los microorganismos como las bacterias y hongos presentes en las
superficies de las plantas, asi se logra una mayor tasa de supervivencia y
calidad de los explantes que pasan al estadio I.
Para el presente experimento, los tallos con més de 8 hojas en cuya axila se
aprecian los brotes fueron seleccionados teniendo en cuenta la hora, el
grosor y la observacion de las caracteristicas fenotipicas de ser una planta
sana. Llevada al &rea de desinfeccién en donde se aplicé el proceso de
desinfeccion estdndar que consiste en el lavado con detergente liquido
antibacterial de uso comercial durante 5 minutos con agitacion constante
posteriormente se aplico el protocolo siguiente:

1. Remojo en alcohol de 70° durante 30 segundos, agitado suavemente

2. Remojo en legia al 1.5% por un tiempo de 15 minutos con agitacion

suave

3. Desenguaje con agua estéril por tres veces consecutivas.
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Esguema de micropropagacion utilizado en el experimento mediante el brote de yemas

axilares de rosas.
Estadio O:

Seleccion de las plantas donadoras

Estadio I:

Establecimiento aséptico del cultivo

Estadio Il

Proliferacion de brotes auxiliares

Estadio IV:

Crecimiento en Biorreactores

Estadio V:

Aplicacidn de enraizante y aclimatacion

Figura 2.
Esquema de la micropropagacion mediante el uso de meristemos o brotes
apicales. (Alonso, 2002)

ESTADIO 0: | EXVIIRO
Seleccion de las plantas donodoras VAL
Excision del explante

ESTADIOI:
Establecimiento aséptico del cultivo

A
ESTADIO II: ._____J

Proliferacion de brotes axilares
Dividir en:
I segmentos con yemas laterales o
" brotes apicales
PLANTULAS NO ENRAIZADAS

ESTADIO III:

ESTADIO IV:
Aclimatacién
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A las plantas o a los explantes en el estadio I, se les puede acondicionar
mediante la aplicacion de reguladores de crecimiento, con citoquininas
como el BAP o giberelinas como el AG3, inyectado o por inmersion o
también por pulsos de hormonas a los explantes primarios.

Estadio I: Iniciacion del cultivo

El objetivo en este estadio es la de tener cultivos axénicos (un cultivo
axénico esta formado por una Unica especie, cepa o variedad de organismo,
y por lo tanto esta desprovisto de otros organismos contaminantes) y viables.
Va a depender del tamafio del explante y de su estado de desarrollo, edad de
la planta madre y de su estado fisiologico.

Para el experimento los explantes esterilizados antes de introducirlas in
vitro, fueron colocados en la camara de flujo laminar casera, el cual
previamente fue limpiado con detergente de vidrios, luego con lejia y
prendida el aparato proveedor de ozono durante 15 minutos previos a la
siembra en el medio de cultivo.

A los tallos de rosas desinfectadas ya dentro de la cdmara de flujo laminar
se procedi a extraer los peciolos y las vainas de los tallos y fueron cortadas
en tamafios de 2 a 3 cm. Como innovacién de la técnica fueron sumergidos
en una solucion de un anti fangico (Benzomil®500) y un anti viral (Virkon®
S), conteniendo un brote cada uno de ellos. Posteriormente fueron
introducidos en una maquina de rayos ultravioleta (UVCQBOX®) durante 5
minutos. Asi aseguramos los principales problemas que aparecen en esta
etapa, que son las contaminaciones tanto enddgenas como exdgenas vy la
oxidacion fenodlica. El cultivo se considera establecido cuando se ha
determinado que estd aparentemente libre de patégenos y de
microorganismos contaminantes.

Estadio I1: Multiplicacion

La multiplicacion es la fase de proliferacion, para obtener brotes para
subsecuentes cultivos, asi como también obtener el material necesario para
mantener el stock.

Para el experimento se combinaron la metodologia tradicional de cultivo en
un medio semisolido y en un medio liquido utilizando biorreactores de
inmersion temporal construidos para tal efecto tal como se muestra en la

figura 3.
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Figura 3
Mddulo de un biorreactor DIY de inmersién temporal

Nota. *Disefio y construccion propio

Las plantulas que brotaron de los cultivos en el medio semisolido fueron
multiplicadas en los reactores de inmersion temporal fabricados con envases
de polipropileno, y puestos en funcionamiento con una bomba de aire y
controlados con un timer para tener inmersiones temporales de 2 minutos
cada 6 horas al dia. Asi evitar los principales problemas que pueden aparecer
en esta etapa como la hiperhidricidad, fenolizacién, cristalizacion o de
contaminaciones, enmascaradas en el estadio 1, o por mal manejo del
material cultivado.

Estadios 111y IV: Induccidon de raices y aclimatacion.

En este estadio se utilizo la técnica de enraizamiento ex vitro, los plantines
obtenidos por multiplicacion fueron sumergidos en un enraizante comercial
Root-Hor®, antes de ser plantados en una bandeja con sustrato y colocadas
en un recipiente pléstico en los cuales se tuvo controlado la humedad,
temperatura, radiacion de luz y pH, este sistema de enraizamiento ex vitro
funciona bien con las rosas antes de ser trasplantados en el terreno
definitivo. Se ha estimado que el coste del enraizamiento supone entre un
35 y un 75% del coste total de la micropropagacion (Debergh & Maene,
1981), esto nos indica que es necesario la optimizacion del enraizamiento,

cuando se realiza ex vitro los brotes enraizados se observa un mayor
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crecimiento que los del in vitro. Se disefid el aclimatador casero DIY tal
como se muestra en la figura 4.
Figura 4

Madulo de un aclimatador DIY de inmersién temporal

Nota. * Se adapto6 un instrumento que media la luminosidad, humedad, pH
y temperatura

La aclimatacion o endurecimiento proceso mediante el cual las plantas de
van adaptando gradualmente desde el medio in vitro a ex vitro. Cabe resaltar
que este estadio de la aclimatacion en invernadero de los plantines obtenidos

en el laboratorio, no esta incluido en la investigacion.

Preparacion de los medios de cultivo.
El medio base Murashige & Skoog, compuesto de 13 insumos quimicos
HIMEDIA®, las hormonas de Phyto Technology Laboratories® y el Agar

gelatina comercial Sofit®, fueron preparados siguiendo el siguiente

protocolo:

STOCK A Peso
KNO3 Nitrato de potasio 9¢g/L
CacL2.2H20 Cloruro de calcio dihidrato 0.4 g/L
KH2PO4 Fosfato de potasio 0.7 g/L

monobésico

NH4NO3 Nitrato de amonio 6.5 g/L
Stock A2 10 ml
Stock A3 0.2ml
Completar a 1000 ml con agua destilada




STOCK A2 Peso

Kl loduro de potasio 0.083g
H3BO3 Acido bérico 0.629
MnSO4.4H20 | Sulfato de manganeso 4 aguas | 1.68g
ZnS04.7H20 | Sulfato de Zinc heptahidrato 0.86g
NaMo04.2H20 | Molibdato de sodio. 2 aguas 0.025¢g
Completar a 1000 ml con agua destilada

STOCK A3 Peso
CuS0O4.5H20 | Sulfato de cobre 5 aguas 0.15g
CaCl,6H20 Cloruro de cobalto hexahidrato | 0.15g

Completar a 100 ml con agua desionizada

Preparacion de un litro de medio de cultivo

En 500ml de agua destilada agregar:

Stock A 100mi
Stock B 10mi
Stock C 5mi
Azlcar 25¢

Adicionar Vitaminas y hormonas segln la formula

Completar a 1 litro con agua destilada

Reguladores de pH
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Se utilizaron Bicarbonato de sodio para subir el pH, y acido citrico para

bajar el pH, el cual fue medido utilizando un peachimetro COM-300

HMdigital®

Para el pesado se utilizé una balanza digital CAMRY®de 200 g y d = 0.02

La esterilizacion fue realizada en una autoclave digital de 18 litros de

capacidad de origen chino, durante 25 minutos a una temperatura de 125°C

y 15 libras de presion.
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La camara de flujo laminar, fue construida segin el modelo mostrado en la
figura 5, mientras que la cdmara debidamente implementada se muestra en
la figura 6.

Dentro de ella se coloco un equipo de Ozono y uno de luz ultravioleta, con
una lampara Led, un mechero Bunsen y una desinfectadora de alcohol gel

portatil tactil.

Figura 5.

Cabina de flujo laminar casera

Nota. Material de aluminio con vidrio, alturas:0.80m y 0.20m; ancho:
0.80my 0.30m
Materiales de laboratorio.
- Agitador magnético
- Algodon hidréfilo
- Balanza de precision MIRAY® de 0.1 a 200 g
- Frascos estériles de orina
- Hojas de bisturi
- Jeringas descartables de 1, 5,10 y 20 ml
- Mangos de bisturi
- Peachimetro digital COM-300 HM Digital®
- Pinzas
- Probetas de 100, 500 y 1000 ml
- Tijeras

- Tubos de ensayo con tapa rosca
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- Tubos de extraccion con tapa de goma descartados
- Vasos de vidrio de 500 y 1000 ml

Reguladores de crecimiento.

Auxina:

ANA (1-Naphtaleneacetic acid) C12H1002, CAS* 86-87-3
Citoquininas:

BAP (6-Benzylaminopurine) C12H1:Ns, CAS 1214-39-7
Antimicrobianos:

Azul de metileno (Cloruro de metiltionina) C16H1sCIN3ss, CAS 61-73-4
Nitrato de plata AGNOs, CAS 7761-88-8

*Chemical Abstracts Service

Figura 6
Camara de flujo laminar completamente equipada




50

Figura 7

Camara de incubacion

Nota. Material de madera y vidrio de 2.10 X 0.68 X 0.68 m

4.5.2 Instrumentos
4.5.2.1 Validacion de los instrumentos para la recoleccion de datos
Para la validacion de los datos de este estudio, fueron recolectados
utilizdndose una hoja de célculo, mostrados en el anexo, el cual fue
debidamente constatado por el asesor de tesis el cultivo in vitro y mediante
los biorreactores el crecimiento de los explantes de rosas, mediante visitas
periddicas al laboratorio experimental
4.5.2.2 Confiabilidad de los instrumentos para la recoleccion de datos
Para poder determinar si el instrumento del Software Minitab®, es
confiable, se realizaron comparaciones de andlisis de resultados utilizando
el software SAS® Universitario Edition (hoy conocido como SAS® On
Demand para académicos) y en Excel, los cuales arrojaron los mismos
valores basicos conservando su respectiva interfaz.
La confiabilidad de los siguientes instrumentos de medicion son los

siguientes:



51

1. Balanza de precision marca Miray de 0.01 a 200 g. posee un sensor de
alta precision, pantalla digital de 0.4”, indicador de sobre peso con
botones Cero y tara, con garantia de uso de un afio.

2. Peachimetro digital COM-300 HM Digital®, es un medidor de
pH/EC/TDS de nivel profesional que mide el potencial de hidrogeno, la
conductividad eléctrica y los sélidos disueltos totales y temperatura
(compensacion automatica utilizando 3 temperaturas). Calibrado con
soluciones tampénde pH4y 7

3. Productos utilizados en el medio de cultivo Murashige- Skoog, hormonas
y desinfectantes fueron de las marcas:

- HIMEDIA® (Certificado de la oficina de normas Indias 1S/ISO
9001:2015)

- CDH Fine Chemical (1ISO 9001:2008)

- Phyto Technology Laboratories®, (1SO 9001)

- VIRKON®S (1SO 13688:2013)

- BENZOMIL® 500 Autorizacion SENASA PQUA N° 700

4. Ozonizador Zelema® (ya no se encuentra en el mercado)

5. Equipo Ultravioleta UVCQBOX®, Elimina hasta el 99% de MRSA
(Estafilococos y HIN1 de la gripe porcina)

6. Temporizador digital BOECO®, con 4 grupos de tiempo, calibrado en
un laboratorio ISO/IEC 17025

7. Calibrador Electronic Digital Caliper®, resolucion: 0.1 mm/0.17,
precision: £ 0.2 mm/0.01”

8. Micrémetro Plastic Digital Thickness Gauge®, Rango:0 12mm/.5”,
resolucion: 0.01/.0005”

4.6 técnica para el procesamiento y analisis de datos

La técnica utilizada para el procesamiento y analisis de los datos es el Método
Taguchi, que es un método robusto que aplica primero la funcion de pérdida,
segundo es la filosofia de calidad fuera de linea y tercero son las innovaciones en
el disefio de experimentos. Se siguen los siguientes pasos:

1. Crear el disefio Taguchi adecuado introduciendo los factores y niveles de

estudio al programa (5 factores y 2 niveles)
2. Escoger el disefio adecuado (L8)
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Nombrar los factores y los valores reales de los niveles de estudio

El programa nos arroja el arreglo L8 en detalle (Design Summary)
Introducir las variables respuestas de cada una de las corridas en estudio
Analizar el disefio Taguchi en el Software

Escoger las relaciones de Ruido y Sefial para el modelo lineal

Elegir el méas grande es mejor (Larger is better)

© © N o g~ w

Interpretar los resultados de la Sefial/Ruido de resultados y las gréficas de
salida

10. Determinar la ecuacion de regresion que se ajusta a los resultados obtenidos.

4.7 Aspectos éticos
Basicamente las investigaciones que involucran a humanos y animales estan
sujetos al analisis ético, en el caso de la manipulacion de los tejidos vegetales aun
no existen consideraciones éticas menos aun con el experimento de la presente
investigacion en la cual no hay manipulacion genética, solamente técnicas de
propagacion que ayudan a un mejor desarrollo e incremento de la produccion y
productividad de las rosas, aun asi debemos tener en cuenta lo que nos indica
Stocklin tomado de (Las plantas también tienen dignidad, s. f.) “Las plantas no
poseen un sistema nervioso como el nuestro, considerados como organismos
auténomos y pasivos. Pero en realidad disponen de una capacidad perceptiva
ultrasensible e interactian de manera compleja con las sefiales exteriores,

reacciona ante la luz, las estimulaciones mecanicas y sufren stress”
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CAPITULO V.
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Andlisis descriptivo

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion se realizaron las
siguientes operaciones:

Compra y siembra de plantas de rosas comerciales para obtener el material
vegetativo de donde se iban a extraer los explantes de rosas, tal como se muestra
en la foto 1, se sembraron 20 plantas para hacerles el seguimiento sanitario para
tomar las muestras de aquellas plantas morfoldgicamente sanas, de didmetro y
brotes axilares viables tal como se muestra en la foto 2.

Foto 1. Variedades de colores de Rosas sembradas

== . \ e v s *-ﬂg
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Foto 2

Tallos con més de 8 hojas listos para la desinfeccion.

5}’&?' N TN
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-

La preparacién de los medios de cultivo segun el protocolo de Murashige — Skoog,

primero se pesaron los ingredientes segun la formulacion mostrada en el anexo
XYZ, introducidos en un vaso de 1 I. en agitacion constante, utilizando un agitador

magnético tal como se aprecia en la Foto 3.
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Foto 3

Mezclado de los Ingredientes para la Preparacion del Medio MS.) Murashige-
Skoog)

Los explantes luego de realizado el lavado con detergente, y con alcohol de 70°
fueron cortados en segmentos conteniendo un brote axilar y dentro de la camara
de flujo laminar se introdujeron en los medios de cultivo en agar semisolido
previamente esterilizados en la autoclave y dejados enfriar. Los que son mostrados
en las Fotos 4,5y 6
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Foto 4

Corte y Siembra de los Explantes dentro de la Camara de Flujo Laminar

Foto 5

Preparacion de los trozos de Explante en Longitud

La preparacion del medio Murashige Skoog basico y la suplementacion de los
factores de estudio, son mostrados en la Foto 6 en la cual como ejemplo se
visualiza el pesado del Sulfato de Zinc Heptahidrato (0.869)
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Foto 6

Preparacion del Medio Basico Murashige-Skoog (MS).

\ X
Y

En las Foto 7 y 8 se aprecian el crecimiento de los cultivos in vitro de las rosas
dentro de la camara de incubacion cerrada con luz Led durante 16 horas y 8
horas de oscuridad controlada por un Timer programable.

Foto 7

Crecimiento de los Brotes Axilares dentro de la Camara de Incubacion.
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Foto 8

Crecimiento de Brotes Axilares dentro de la Camara de Incubacion en mayor
amplitud

La medicion del crecimiento de las yemas axilares de los explantes después de
la fase de incubacion se muestra en la Foto 9, utilizando un Vernier digital.

Foto 9

Medicion de crecimiento de brotes post incubacion durante 21 dias.
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5.2 Andlisis inferencial de los Resultados
5.2.1 Crecimiento in vitro en medio semisélido, bajo tres factores

Bajo las condiciones del laboratorio DIY (do it yourself), en los que fueron
Ilevados a cabo el experimento, los resultados obtenidos del crecimiento de
los explantes de rosas in vitro cultivados en el medio semisolido MS
(Murashige-Skoog) como base y con tres factores de estudio con el
coeficiente de acidez o basicidad (pH) y dos hormonas ANA(&cido o-
Natftalacético) y BAP (6-Bencil amino purina), bajo 2 niveles de estudio
con un valor minimo y maximo ( 5.5-5.9; 0.1-0.3 y 0.5-2.5)
respectivamente.
El resumen del disefio Taguchi creado por Minitab es el siguiente:
Resumen del disefio

Arreglo de Taguchi : L8(2"3)

Factores © 3

Corridas : 8

Columnas del arreglo de L8(277): 12 4
En la captura de pantalla de la Foto 10 se muestra el arreglo ortogonal de
Taguchi generado por el software Minitab ® L8, para tres factores 'y 2
niveles de estudio.
Foto 10.
Hoja de trabajo del Arreglo Ortogonal de Taguchi generado por Minitab ®

con 3 Factores y 2 Niveles

&+ 1 _2 3

pH Awuxinas Citoqguininas
1 5.5 o1 .5
2 5.5 .1 o5
3 5.5 0.= 2.5
<4 5.5 0.= 2.5
= 5.9 o1 2.5
] 5.9 .1 2.5
i 5.9 0.= 0.5
8 5.9 o= 0.5

En donde 0.1 me indica que la hormona corresponde a 1 parte por millon

(1ppm) y 2.5 corresponde a 25 ppm L de medio de cultivo MS.
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Analizados con el software Minitab® los resultados de los coeficientes
promedios del crecimiento de los brotes son mostrados a continuacién en
las tablas 1 y 2. Los cuales nos muestran que al analisis de varianza no
encuentra diferencias significativas(p<0.05) entre las fuentes de variacion

analizadas.

Tabla 1

Analisis de los Coeficientes Estimados para las Medias

Término Coeficie EE del T Pr >
nte Coeficiente P

Constante 10.1750 0.7864 12.9 0.0000
39

pH 5.5 0.00000 0.7864 0.00 1.000
00

Auxinas 0.1 0.2000 0.7864 0.25 0.812
4

Citoquininas -0.1250 0.7864 - 0.881

0.5 0.159

Pr <0.05 indica significancia

La ecuacion de regresion en base a los resultados de la Tabla 1, es el

siguiente:
Y=10.1750 + 0.00 pH +0.2000 Auxinas — 0.1250 Citoquininas

Asi tomando en cuenta esta ecuacion de regresion, manteniendo fijo el nivel
de pH (5.5), ante un aumento de 0.2 veces el nivel de auxinas y reduciendo
en 0.125 veces el nivel de Citoquininas obtendriamos el incremento de la

longitud de los brotes en una unidad (mm).
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Tabla 2

Andlisis de Varianza de las Relaciones Senal/Ruido

Fuente de Grados Sumade Cuadrados Sumade F Pr>

Variacion de Cuadrados Medios Cuadrados F
Libertad Ajustados

pH 1 0.0001 0.000 0.00008 0.000 0.996

Auxinas 1 0.0797 0.0797 0.07966 0.002 0.887

Citoquininas 1 0.1309 0.13093 0.13093  0.040 0.856

Error 4 14.0267 3.50669 3.50669

Residual

Total 7 14.2374

Pr <0.05 indica significancia

Mientras que los resultados de salida del Andlisis de Taguchi: R1; R2; R3;
R4; R5; R6; R7; R8 vs. pH; Auxinas y Citoquinas mostrados en la Tabla 3,
nos indica la clasificacion de influencia en primer lugar de las Auxinas,

seguido de el pH y finalmente de las citoquinas, en sus 2 niveles de estudio.

En las Tablas 3 y 4 se muestran las respuestas para las relaciones de sefial a
ruido y para los valores medios, los nimeros resaltados en negrita nos
indican los valores mayores para los factores, el valor Delta

Tabla 3

Respuestas para las Relaciones de Sefial a Ruido (S/N)

Nivel pH Auxinas Citoquininas
1 20.05 20.15 19.92
2 20.04 19.95 20.17
Delta 0.01 0.20 0.26

Clasificacion 3 1 2




62

Tabla 4

Respuestas para los Valores Medios

Nivel pH Auxinas  Citoquininas
1 10.175 10.375 10.050

2 10.175 9.975 10.300
Delta 0.01 0.400 0.250
Clasificacion 3 1 2

que es la diferencia entre los valores respuesta mas altos y méas bajos para
cada factor, asi apreciamos que el valor Delta més alto es para las Auxinas,
seguido de las Citoquinas y finalmente el pH. Este analisis nos muestra la
relacion de sefial a ruido (relacion S/N) que nos permite identificar la
configuracién de los factores que minimizan la variabilidad causada por los
factores de ruido, esta medida de robustez que se utiliza para identificar los
factores de control que reducen la variabilidad de un producto o proceso al
minimizar los efectos que no se pueden controlar durante la produccion,
pero si durante la experimentacion (factores de ruido), en la Grafica 1 se
aprecian los efectos principales de los valores medios de los datos,
apreciandose que los que mayor portan en el crecimiento de los brotes son
las dos hormona comparados con el nivel de pH. Los valores para el pH de
5.5; el de Auxinas de 0.3 y para las Citoquininas de 2.5 son los mejores
valores obtenidos en el crecimiento longitudinal de los implantes de rosas

cultivadas in vitro.
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Grafical

Efectos Principales para Medias de datos

Grafica de efectos principales para Medias
Medias de datos
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A continuacion, en la Grafica 2 se muestran los resultados de la las
respuestas para las relaciones sefial a ruido (S/N) , siendo el factor S/N que
mas influye en el crecimiento de los brotes las Auxinas, bajo el criterio de
mas grande es mejor, en donde apreciamos que el nivel de pH es de 5.9; el
nivel de Auxinas 0.3 y para el nivel de Citoquininas el nivel es de 0.5,
resultados que mejor explican el crecimiento de los cultivos in vitro porque
incluye factores de ruido que no los detecta cuando se analiza los valores

promedios (el nivel de Citoquininas considerado es de 0.5)
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Gréfica 2

Efectos Principales para las Relaciones Sefiales a Ruido (S/N)

Grafica de efectos principales para Relaciones SN
Medias de datos
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5.2.2 Analisis de la superficie de respuesta del crecimiento longitudinal vs.
El pH, Auxina y Citoquininas
El anélisis de la superficie de respuesta también es parte del analisis de los

disefios de experimentos (DOE) que sirve para determinar las condiciones
Optimas del crecimiento de los cultivos de tejidos. Los resultados obtenidos
son mostrados en la Tabla 5, cuyo modelo lineal estudia el efecto de los
factores individuales y sus interacciones, habiéndose encontrado que no
existen diferencias (p<0.05) para ninguna de las fuentes de variacion tanto
de los factores individuales como de las interacciones entre los factores de

pH, Auxinas y Citoquininas.
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Andlisis de varianza del modelo
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Fuente de Variacion Grados Sumade Cuadrados Valor Pr>
de Cuadrados  Medios F F
Libertad Ajustados ajustados
Modelo 6 15.5900 2.7650 0.76 0.705
Lineal 3 0.4450 0.1483 0.04 0.974
pH 1 0.0000 0.0000 0.00 1.000
Auxinas 1 0.3200 0.3200 0.09 0.817
Citoquininas 1 0.1250 0.1250 0.03 0.883
Interaccion de 2 3 16.1450 5.3817 1.48 0.529
factores
pH*Auxinas 1 0.8450 0.8450 0.23 0.714
pH*Citoguininas 1 14.5800 145800 4.00 0.295
Auxinas*Citoquininas 1 0.7200 0.7200 0.20 0.734
Error 1 3.6450 3.6450
Total 7 20.6450

Pr <0.05 indica que existe significancia.

La ecuacion de regresion multiple es la siguiente:

Longitud = - 60.6 + 12.56 pH + 43.1 Auxinas + 38.2 Citoquininas

- 8.1 pH*Auxinas - 6.75 pH*Citoquininas
+ 1.50 Auxinas*Citoquininas

En la Grafica 3, se muestra el diagrama de Pareto de los efectos

estandarizados (a= 0.05) los cuales nos indica en concordancia con en

ANVA analizado que no se encontraron factores que sobrepasen el 20 % de

las causas en el resultado. No hay ninguna variable simple ni de las

interacciones que afecten al modelo por encontrarse los valores debajo del

nivel minimo critico de 12.71
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Gréafica 3

Diagrama de Pareto para los Efectos Estandarizados

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Longitud: o = 0.05)

Término 1z7n

Factor Mombre
A
B Auxinas

s Citoquininas
AB

BC

Efecto estandarizado

El anélisis de la superficie de respuesta es mostrado en la gréfica 4 en la cual
se ha graficado la longitud vs. el pH y las Auxinas Teniendo como valor fijo
el nivel de las Citoquininas (1.5), cuyas curvaturas de los factores en el nivel
méaximo nos indica el mejor crecimiento del tejido vegetal, para el estudio
cuando el pH es cercano a 5.70 y el nivel de Auxinas en 0.30 se obtiene la

longitud méxima del explante.

Gréfica 4

Analisis de la Superficie de Respuesta de la Longitud vs. El nivel de pH 'y
Citoquininas, con un valor fijo de las Citoquininas

Valores fijos
Citoquininas 1.5

105
Longitud

100

95
5.50

Cuando se realiza el andlisis de contorno. La grafica de la superficie de
respuesta, el cual se analiza en forma similar a los andlisis topograficos,
dentro del recuadro podemos ver los intervalos de crecimiento en longitud
de los cultivos in vitro respecto a los diferentes valores de Auxinas y pH
asumiendo un valor fijo de las Citoquininas, tal como se muestra en el
Gréfico 5.
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Gréafica b

Analisis del Contorno de las Superficie de Respuesta (RMS)

La prediccion del crecimiento dptimo del tejido vegetal in vitro cuando se
analiza se le compara con los diferentes niveles de Auxinas y Giberelinas
que son mostradas en el Gréfica 6, en el cual se encontrd la longitud de los
brotes (mm) maxima de prediccion objetivo de 12.2250 es posible obtenerla

con un nivel de pH de 5.9; la hormona Auxina de 0.1 y 0.5 de Citoquininas

Grafica 6

Prediccion de Respuesta Mdltiple de la Longitud vs. pH, Auxinas y
Citoquininas.

épﬁma pH Auxinas Coquin
Alta 590 0.50 250
L0864 15.90] (0.10] 10.50]

Bajo 5.50 010 0.50

Longid
Maxima

y = 122250

d = 085638

5.3.3 Crecimiento in vitro en medio semisélido, bajo cinco factoresy 2

niveles y 20 repeticiones.
A consecuencia de la facilidad de la contaminacién por microorganismos

como bacterias y hongos, del medio ambiente que contaminan el medio de
cultivo se probaron 2 factores adicionales de inhibicion, el Azul de Metileno
(Cloruro de Metilmetionina) y el Nitrato de Plata, se trabajo con el Arreglo
de Taguchi L8(2A5), con 5 factores, 8 corridas y un arreglo de Columnas

L8A 7): 12345, la hoja de trabajo N° 1 se muestra en los anexos.
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Resumen del disefio

Arreglo de Taguchi : L8(2"5)

Factores : 5

Corridas : 8

Columnas del arreglo de L8(2"7): 12345
La captura de pantalla mostrada en la Foto 11 muestra la hoja de trabajo del
arreglo ortogonal de Taguchi L8 conteniendo 5 factores y 2 niveles de

estudio.

Foto 11

Hoja de Trabajo del Arreglo Ortogonal de Taguchi L8 con 5 Factores 'y 2

Niveles

+ Ci C2 C3 c4 C5

pH Auxinas Citoquininas Azul de metileno MNitrato de plata
1 5.5 01 0.5 1 40
2 5.5 01 0.5 2 a0
3 5.5 0.3 2.5 1 40
4 5.5 0.3 2.5 2 a0
5 5.9 01 2.5 1 80
-] 5.9 01 2.5 2 40
7 5.9 0.3 0.5 1 ao
8 5.9 0.3 0.5 2 40

En donde 0.1 me indica que la hormona corresponde a 1 parte por millon
(1ppm) y 2.5 corresponde a 25 ppm L de medio de cultivo MS. el 1y 2 del
Azul de metileno me indica el nimero de gotas (L) y 40mg Ly 80mg L-

! de Nitrato de Plata adicionados al medio MS (Murashige-Skoog).

Los resultados de los coeficientes del modelo estimado, tomando en cuenta
las relaciones de sefial a ruido (S/N) se muestra en la Tabla 6, el cual nos
indica que existen diferencias significativas para los niveles 5.5 de pH, y 0.1
de Auxinas mas no en los factores de la hormona Citoquinina (0.5), azul de
Metileno y Nitrato de Plata (40)
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Tabla 6

Coeficientes del Modelo Estimado para las Relaciones Sefial a Ruido (S/N)
Término Coeficiente EE del T Pr>F

Coeficiente

Constante 13.1554 0.2176 60.460 0.000
pH 5.5 2.1132 0.2176 9.712 0.010
Auxinas 0.1 1.0698 0.2176 4.916 0.039
Citoquininas -02839 0.2176 -1.305 0.322
0.5
Azul de 0.3595 0.2176 1.652 0.240
Metileno
Nitrato de -0.3027 0.2176 -1.391 0.299
Plata 40

Pr <0.05 indica significancia

El valor de R-cuadrado es de 98.42% y para el R-cuadrado ajustado es de
94.48% lo cual nos reflejan que el modelo obtenido se ajusta bien y esta bien

representado.

El analisis de varianza de las relaciones sefial a ruido (S/N) mostrado en la
Tabla 7 nos indica el efecto significativo de los factores de pH y de las
Auxinas (p<0.05), el cual coincide estadisticamente con el andlisis de

varianza de los valores medios mostrados en la Tabla 11.



70

Tabla 7

Analisis de Varianza de las Relaciones Sefial a Ruido (S/N)

Fuente de Grados Suma de Sumade  Cuadrados F Pr>

Variacion de Cuadrados Cuadrados  Medios F
Libertad Ajustado  Ajustados

Ph 1 35.7255 35.7266 35.7266  94.33 0.010

Auxinas 1 9.1552 9.1552 9.1552 24.17 0.039

Citoquininas 1 0.6450 0.6450 0.6450 1.70 0.322

Azul de 1 1.0341 1.0341 1.0341 2.73 0.240

Metileno

Nitrato de 1 0.7331 0.7331 0.7331 1.94 0.299

Plata

Error 2 0.7575 0.7575 0.3788

residual

Total 7 48.0414

Pr <0.05 indica que existe significancia.

El andlisis de varianza de las Medias de la Tabla 8 al igual que elANVA de
las elaciones de Sefial a Ruido, indican una significancia para el pH y el
nivel de Auxinas.

Tabla 8

Andlisis de Varianza de las Medias

Fuente de Grados Suma de Sumade  Cuadrados F Pr>F
Variacion de Cuadrados Cuadrados Medios

Libertad Ajustado  Ajustados
pH 1 9.8108 9.81077 9.811077 289.61  0.003
Auxinas 1 1.8210 1.82098 1.82098 53.76 0.018
Citoquininas 1 0.0626 0.06260 0.06260 1.85 0.307
Azul de 1 0.3052 0.30522 0.30522 9.01 0.095
Metileno
Nitrato de 1 0.0426 0..04256 0.04256 126 0.379
Plata
Error 2 0.0678 0.0675 0.03388
Residual
Total 7 12.1099

Pr <0.05 indica que existe significancia.

Las respuestas para las relaciones sefial a ruido (S/N), mostrado en la Tabla
9, al evaluar la longitud mas grande el orden de la clasificacion es 1) Ph, 2)

Auxinas, 3) Azul de Metileno 4) Nitrato de Plata y 5) las Citoquininas
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basado en los valores Delta, el analisis de las respuestas para los valores
medios que se detallan en la Tabla 10 los que arrojan los mismos resultados

de la sefial a ruido.

Tabla 9
Respuestas para las Relaciones Sefial a Ruido (S/N), Mas Grande es Mejor

Nivel pH Auxinas Citoquininas Azul de Nitrato
Metileno de

Plata
1 15.27 14.23 12.87 13.51 12.85
2 11.04 12.09 13.44 12.80 13.46
Delta 423 214 0.57 0.72 0.61
Clasificacion 1 2 5 3 4
Tabla 10

Respuestas para los Valores Medios

Nivel pH  Auxinas Citoquininas Azulde Nitrato
Metileno de

Plata
1 5934 5.304 4,738 5.022 4.754
2 3.719 4.349 4.915 4.631 4.899
Delta 2215 0.954 0.177 0.391 0.146
Clasificacion 1 2 4 3 5

Los detalles de estos analisis son mostrados en las graficas 7 y 8 para los
efectos principales para medias y las relaciones sefial a ruido
respectivamente los cuales coinciden en los resultados de pH, Auxinas, Azul
de Metileno, Citoquininas y Nitrato de Plata con valores de 5.5; 0.1; 1; 2.5
y 80 de Nitrato de Plata respectivamente., mostrado un mayor efecto el pH

y las Auxinas.
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Gréfica 7
Efectos Principales para Medias

Grafica de efectos principales para Medias
Medias de datos

pH Auxinas Citoquininas Azul de metileno Nitrato de plata
6.0

5.5 “'\

5.0 \t -

Media de Medias
/
/
A
/

fs \
4.0 \.

80

Gréafica 8

Efectos Principales para las Relaciones Sefial a Ruido (S/N)

Grafica de efectos principales para Relaciones SN
Medias de datos

pH Auxinas Citoquininas Azul de metileno Nitrato de plata

- 1

\ . e el
12 \ ./’ \\\ .///

: \

S 5.9 0.1 0.3 0.5 2.5 1 2 40

Media de Relaciones SN

80
Serial a ruido: Mds grande es mejor

Obteniéndose una ecuacién de regresion en unidades no codificadas
siguiente:

Longitud = 39.42 - 5.757 pH - 7.760 Auxinas + 0.08843 Citoquininas

- 0.6931 Azul de metileno + 0.001496 Nitrato de plata +

1.467 Auxinas*Azul de metileno + 0.01351 Auxinas*Nitrato de plata

La optimizacion de respuesta a la longitud de los brotes de los tallos
cultivados in vitro, mostrado en la grafica 9, en donde la longitud maxima
(6.8855 mm) se obtiene con un pH de 5.5, un nivel de 1 ppm del Acido 1-
Naphthaleneacetic, un nivel de 25 ppm de 6 Benzilaminopurina, 01 gota de
Azul de metileno y 80 mg de Nitrato de Plata.



Gréafica 9

Prediccion de Respuesta Multiple

Optirma
o 1000 00 550) [0:10] [2.50)
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El andlisis varianza de la regresion de la longitud comparado con el nivel de

pH, Auxinas, Citoquininas, Azul de Metileno y Nitrato de Plata se muestran

en la Tabla 14, cuya ecuacién de regresion es la siguiente y cuyo modelo

nos muestra una Desviacion estandar de 0.156336, un R-cuadrado del
99.62% y el R-cuadrado ajustado de 98.67% y un R-cuadrado de la

prediccion de 93.94, resultados nos indican un buen modelo.

Longitud = 38.82 - 5.757 pH - 4.749 Auxinas + 0.0884 Citoquininas
- 0.400 Azul de metileno + 0.00420 Nitrato de plata

Tabla 11

Analisis de Varianza de la regresion de los Efectos Estandarizados

Fuente de GL Suma Cuadrados Valor Pr >
Variacion de Medios F F
Cuadrados  Ajustados
Ajustados
Regresion 5 12.8501 2.5700 105.15 0.009
pH 1 10.6074 10.6074 434.00 0.002
Auxinas 1 1.8043 1.8043 73.82 0.013
Citoquininas 1 0.0623 0.0623 2.56 0.251
Azul de 1 0.3195 0.3195 13.09 0.069
Metileno
Nitrato de 1 0.0564 0.0564 2.31 0.268
Plata
Error 2 0.0489 0.0244
Total 7 12.8990

Pr <0.05 indica que existe significancia.
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Realizado el diagrama de Pareto de los efectos estandarizados, encontramos
que los factores Ay B influyen en el 80% de la longitud de crecimiento del
cultivo in vitro al sobrepasar el valor limite de 4.30, seguido de cerca por el
factor Azul de Metileno y de lejos por los otros factores como las

Citoquininas y el Nitrato de Plata.

5.3 Discusion de los Resultados

En base a los resultados observados en la Tabla 12 que nos muestran un resumen
del crecimiento de los cultivos in vitro de los experimentos conducidos en la
presente investigacion, podemos apreciar que el crecimiento obtenido en la fase
de establecimiento es suficiente para continuar con las siguientes fases de la
micropropagacion, asi, los resultados obtenidos son menores a lo obtenido por
(Villa R. R. & Arbelédez L. M., 2019) quienes con la misma concentracion de
hormonas (1-3ppm L) obtuvieron crecimientos entre 1 y 1.2 cm, posiblemente
debido a un menor pH utilizado (5.8) y a que agregaron suplementos vitaminicos
como el myo-inositol 0,1 mg/L, acido ascérbico 0,1 mg/L, tiamina 0,2 mg/L, con
lo que enriguecieron mejor el medio de cultivo, pero es de notar que ellos
obtuvieron una alta tasa de mortalidad aduciendo a contaminacion endogena
(22%) y 16% debido a factores fisioldgicos., mientras que en la investigacion
realizada obtuvimos 18% de contaminacion y 2.5% de explantes que no brotaron
debido posiblemente a factores fisioldgicos propio de las plantas.

Tabla 12

Resultados de la Longitud de los Brotes Axilares Alcanzada bajo tres Factores y

2 Niveles
N° pH Auxinas Citoquininas Longitud promedio
1 55 0.1 0.5 4.47
2 55 0.1 2.5 8.13
3 55 0.5 0.5 5.48
4 55 0.5 2.5 5.90
5 59 0.1 0.5 6.65
6 59 0.1 2.5 3.78
7 59 0.5 0.5 5.87
8 59 0.5 2.5 5.00

Nota: 21 dias de crecimiento
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Estos resultados propiciaron la realizacion de un experimento adicionando
factores inhibidores de contaminacion principalmente por hongos y bacterias, tal
como se muestra en la Tabla 13, en las cuales, al haberse utilizado los factores de
inhibicidn de creciente de microrganismos, el Azul de Metileno y el Nitrato de
plata los cuales redujeron al 5% la contaminacion, valor aceptable. Mientras que
el porcentaje de yemas que no brotaron fue del 42.5% porcentaje que segun
(Spinoso-Castillo et al., 2017), a una mayor cantidad de nanoparticulas de plata se
produce el efecto hormético de disminucién del crecimiento de los brotes pero a

la vez un mejor control de los contaminantes.

Tabla 13

Resultados de la Longitud de los Botes Axilares Alcanzada Bajo 5 Factores y 2
Niveles de Estudio

Azul de Nitrato de Longitud

pH Auxinas Citoquininas  metileno plata promedio
55 01 0.5 1 40 6.30
55 0.1 0.5 2 80 6.10
55 0.3 2.5 1 40 5.30
55 03 2.5 2 80 5.80
59 0.1 2.5 1 80 4.35
59 01 2.5 2 40 3.50
59 03 0.5 1 80 3.20
59 03 0.5 2 40 3.00

Nota: 21 dias de crecimiento

Los resultados que se encuentran en el Anexo 1, muestran el arreglo factorial
AOLS, reduciendo el nimero de corridas a 8 y en las 7 columnas los factores en
sus diferentes niveles y combinaciones de estudio, coincidente con lo manifestado
por Antil &Unver (2000), Escalante (2005, 2013) quienes sefialan la metodologia
de Taguchi permite identificar mejor el nivel de cada uno de los factores
principales (controlables) y factores de ruido (no controlable) y asi identificar la
mejor configuracion que minimiza la variabilidad causante por los factores en sus
diferentes niveles de estudio.

Al ser el trabajo de investigacion investigado un estudio inédito no permite
realizar una mayor discusion de los resultados obtenidos, porque basicamente el

método Taguchi se realiza en la gestion de procesos y productos industriales
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mientras que en el sector agricola hay algunos trabajos como el realizado por (Deo
et al., 2007) empleando el disefio de experimentos, utilizando el método de
Taguchi en estudios de fertilizacion de plantas indicando que se redujeron el
nimero de experimentos y aun asi obtuvieron dptimas combinaciones de los
factores en sus diferentes niveles generando resultados similares a los obtenidos

por métodos convencionales que son mas costosos y requieren mayor tiempo

5.4 Aporte cientifico de la investigacion

El aporte cientifico de la investigacion llevada a cabo bajos las condiciones

descritas y llevadas a cabo es la siguiente:

1. Abre un nuevo sistema de analisis estadistico en la que se pueden realizar
investigaciones con muchos factores controlables y no controlables (factores
de ruido) en forma reducida ya que si se hubiese realizado un analisis factorial
277 se hubiese requerido 128 corridas simples y 256 con 2 repeticiones y asi
sucesivamente, la cual demanda tiempo y dinero, mientras que con el DOE
(Desing of experiments) utilizando la metodologia de arreglo factorial de
Taguchi esta se ve reducida a 8 corridas por repeticion, obteniéndose resultados
altamente confiables y de prediccion.

2. Es factible la construccion e implementacién de un laboratorio de cultivos
vegetales DIY (do it yourself) en un ambiente pequefio y econémico utilizando
equipos y materiales de bajo costo, facilmente transmitible a agricultores que
requieran tecnologia avanzada, como plantulas libres de enfermedades y
suministro de material vegetal durante todo el afio, dejando de lado la
dependencia de las importaciones.

3. Laconstruccion de biorreactores caseros de bajo costo que reemplazan en parte
al cultivo de tejidos vegetales en medio semi sélido ya que utilizan el mismo
medio, pero sin el agente gelificante y que hace mas eficiente la
micropropagacion hasta en un 60 %

4. Este tipo de investigacion permite realizar un bioemprendimiento para la
obtencion de plantulas de muchas especies con las ventajas que ofrecen los

cultivos in vitro. (papa, café, orquideas, etc.)
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CONCLUSIONES

El método estadistico de Taguchi en la investigacion del cultivo de Rosas in vitro, en un
laboratorio DIY, permite analizar los factores principales controlables y no controlables
(ruido) que afectan el crecimiento de los brotes, en un menor costo y tiempo.

Al andlisis de tres factores (pH, Auxinas y Citoquininas) la respuesta del crecimiento de
los explantes en relacion a los valores promedio y en la relacion sefial a ruido (S/N)
clasifican en primer lugar la influencia de la hormona o — Naftalacético (ANA), seguido
de la hormona 6-Benziladenina (BAP) y finalmente el nivel de pH. Siendo el mayor
crecimiento con los niveles de pH de 5.5; las Auxinas (ANA) de 1 ppm y 25 ppm de la
hormona BAP (Citoquinina).

El analisis de crecimiento in vitro en un medio semisolido bajo 5 factores de estudio con
2 niveles y 20 repeticiones, la respuesta para las relaciones de sefial a ruido (S/N) donde
el mas grande es mejor clasifican en primer lugar al pH de 5.5; Auxinas a 1 ppm; 01 gota
de Cloruro de Metiltionina (Azul de Metileno) y 80 mg de Nitrato de Plata 'y 25 ppm de
6-Benziladenina (Citoguininas)

El andlisis de los valores promedio muestran un resultado 5.9 de pH, 3ppm de o —
Naftalacético (ANA), 1 gota por litro de Cloruro de Metiltionina (Azul de Metileno), 25
ppm de 6-Benziladenina (Citoquininas) y 80 mg. De Nitrato de Plata.

Se demostro la factibilidad de construir un laboratorio de investigacion y un Biorreactor
de Inmersién Temporal (BIT), como innovacion y transferencia de tecnologia hacia la

comunidad.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones utilizando nano particulas de plata (Ag-NP’S)  sintetizadas a
partir del Nitrato de Plata

Difundiry promover el uso de laboratorios DIY a productores agricolas y en la ensefianza
universitaria.

Emplear el uso de Biorreactores para el cultivo de tejidos bajo inmersion temporal

conjuntamente con los cultivos de tejidos en medios semi sélidos.
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Anexo 1

Matriz de consistencia

" Metodologia Seis - Sigma en la micropropagacién de rosas in vitro en Huanuco"

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES, DIMENSIONES E INDICADORES

TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE ANALISIS DE DATOS

GENERAL:

GENERAL:

GENERAL:

VARIABLES

DIMENSIONES

INDICADORES

TIPO DE INVESTIGACION

TECNICAS

¢Existe disponibilidad
inmediata de plantines
de rosas comerciales
obtenidas por
micropropagacion  In

s}

vitro en Huanuco,
analizada bajo el
enfoque de [E
metodologia Seis-
Sigma?
ESPECIFICOS:

PEL1. ;Cudles son las
variedades e hibridos
de rosas comerciales
disponibles en el
pais?

PE2.¢De qué manera
la UNHEVAL dispone
con laboratorios,
reactivos y material
humano para el cultivo
de tejidos In vitro?

Determinar la viabilidad de
la produccién de Rosas In
vitro en Huanuco, analizada

bajo el enfoque de la

Es econémicamente
rentable y viable la
produccién de plantines
de rosas comerciales
mediante la técnica de la

Variable independiente:Cultivo de rosas in vitro

* Variacion de los
componentes de la
formula std. del Agar

* Nimero de plantas
por area folear
cultivada In vitro

* Experimental
* Exploratoria
* Prospectiva
* Longitudinal

* Analisis de varianza del cultivo Murashime std.
con diferentes concentraciones de los
compuestos del medio de cultivo.

* Metodologia Seis-Sigma

metodologia Seis-Sigma micropropagacion In vitro Murashime * Comparativa
en Huéanuco.
* Formacion de
callos *
ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: Formaci6n de INSTRUMENTOS:
plantulas
* Vigor de la
plantulas
* Soportan el cambio
del medio de cultivo . I
HpEL. Se puede X . * Micropropagacién in vitro propuesto por
OEAl' Enumerar_ las enumerar las variedades . . X . . * Alto In vitro a otrc_: medio Debergh / Read (1991)
variedades de hibridos de G Variable dependiente: Cantidad de plantines . de laboratorio en .
X de hibridos de rosas . . . - * Medio L Sl * Agar base propuesto por Murashike / Skoog
Rosas comerciables N viables producidas en cultivos in vitro . condiciones idénticas ;
comerciales adaptadas en * Bajo (1962) * Flujograma de la

adaptables a Huanuco

Huénuco

a su habitat natural
(adaptacion del
explante)

metodologia Seis-Sigama

OE2. Verificar
disponibilidad
laboratorios, reactivos
material humano para

la
de

Y|
la

micropropagacion In vitro en

la UNHEVAL.

HpE2. Se puede
identificar la

disponibilidad de equipos,

reactivos y material
humano para la
micropropagacion In vitro
en la Unheval.

PE3. ¢ La rentabilidad
de los cultivos de
rosas In vitro In situ es
mayor que su
importaciéon?

OE3. Medir la rentabilidad
econémica de la produccion

de plantines de Rosas
vitro .

In

HpE3.Se puede medir la

rentabilidad econémica de

la produccién de plantas
de rosas cultivadas In
vitro.

PE4. ¢ De que manera
se puede cuantificar la
metodologia Seis-
Sigmaen la
micropropagacion in
vitro de rosas?

OE. Cuantificar la metologia

Seis-Sigma en la

micropropagacion de rosas

in vitro

HpEA4. Es posible
cuantificar la metologia
Seis-Sigma en la
micropropagacion de
rosas in vitro

Variables intervinientes:

- Disponibilidad de laboratorios debidamente
equipados en la Unheval.

-Disponibilidad de hibridos comerciales de rosas
-Costos de los materiales (reactivos) y equipos

INSTRUMENTOS DE ANALISIS DE DATOS:

Diagrama de flujo - Plantillas recogida de datos -
Muestreo estadistico - Histograma - Gréfico de
pareto - Diagrama de causa-efecto - Diagrama de
dispersion - Anélisis de regresion - Pruebas de
hipétesis - Graficos de control - Estudios de
capacidad y nivel Sigma - Disefio de
experimentos: Factorial 2X2 en bloques
completamente randomizados - Gréficos de
control - Andlisis de capacidad -
Determinacion del nivel Sigma del proceso -
Potencia y Poder estadistico de los datos -
Softwares: Excel®. SAS Universitario®, Pasw
Statistics® y G-Power®.

82



Anexo 3

Instrumentos

1. Balanza de precision marca Miray de 0.01 a 200 g. posee un sensor de
alta precision, pantalla digital de 0.4”, indicador de sobre peso con
botones Cero y tara, con garantia de uso de un afio.

2. Peachimetro digital COM-300 HM Digital®, es un medidor de
pH/EC/TDS de nivel profesional que mide el potencial de hidrogeno,
la conductividad eléctrica y los solidos disueltos totales y temperatura
(compensacion automaética utilizando 3 temperaturas). Calibrado con
soluciones tampénde pH4y 7

3. Productos utilizados en el medio de cultivo Murashige- Skoog,

hormonas y desinfectantes fueron de las marcas:

- HIMEDIA® (Certificado de la oficina de normas Indias IS/ISO

9001:2015)

- CDH Fine Chemical (1ISO 9001:2008)

- Phyto Technology Laboratories®, (1SO 9001)

- VIRKON®S (1SO 13688:2013)

- BENZOMIL® 500 Autorizacion SENASA PQUA N° 700

Ozonizador Zelema® (ya no se encuentra en el mercado)
Equipo Ultravioleta UVCQBOX®, Elimina hasta el 99% de MRSA
(Estafilococos y HIN1 de la gripe porcina)

o &

o

Temporizador digital BOECO®, con 4 grupos de tiempo, calibrado en

un laboratorio ISO/IEC 17025

7. Calibrador Electronic Digital Caliper®, resolucion: 0.1 mm/0.17,
precision: £+ 0.2 mm/0.01”

8. Micrometro Plastic Digital Thickness Gauge®, Rango:0 12mm/.5”,

resolucion: 0.01/.0005”
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ACTA DE DEFENSA DE TESIS DE DOCTOR

En la Plataforma Microsoft Teams de la Escuela de Posgrado; siendo las 19:30h, del dia jueves 25
DE NOVIEMBRE DE 2021, el aspirante al Grado de Doctor Gestién Empresarial, Don Julio
César DIAZ ZEGARRA, procedid al acto de Defensa de su Tesis titulado: “LA TECNICA
ESTADISTICA DE LA METODOLOGIA SEIS - SIGMA EN LA MICROPROPAGACION DE ROSAS
{Rosa Sp) IN VITRO EN HUANUCO", ante los miembros del Jurado de Tesis sefiores:

DOr. Amancio Ricarde ROJAS COTRINA Presidente
Dra. Nerida del Carmen PASTRANA DIAZ Secretaria
Dr Italo Wile ALEJOS PATINO Vocal
Dr. Pio TRUJILLO ATAPOMA Vocal
Dra Ermnestina ARIZA AVILA Vocal

Asesor de tesis: Dr. Carlos BUSTAMANTE OCHOA (Resolucion N° 01618-2020-UNHEVAL/EPG-D)
Respondiendo las preguntas formuladas por los miembros del Jurado y publico asistente.

Concluido el acto de defensa, cada miembro del Jurado procedié a la evaluacion del aspirante 2
Daoctor, teniendo presente los criterios siguientes

a) Presentacion paersonal.

b) Exposicién: el problema a resolver, hipétesis, objetivos, resultados, conclusiones, los aportes.
contribucién a la ciencia y solucion a un problema social y recomendaciones.

¢) Grado de conviceion y sustento bibliografico utilizados para las respuestas a las interrogantes
del Jurado y publico asistente.

d) Diccién y dominio de escenario.

Obteniendo en consecuencia el Doctorando la Nota de... .. A ecinuéué . (49 )
Equivalente a ... Excelenle......., por lo que se declara ...'."':}\-.'.'f.",'.«fxflo A
(Aprobado & probado)

bros del Jurado firman la presente ACTA en sefal de conformizifd en Huanwco, siendo
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_‘\ '." Q‘
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DNIN®. 1592064 7 . DNIN® . %% “9’1/ DNI N° ,JQH..‘Q_?.%!.(,.&.
Leyenda:

19 & 20: Excetonte
17 8 18 Muy Bueno

14 2 16; Bueno
(Fusihutada W 251N 2021- LNWE VALERG-O)
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L“““g UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN

ESCUELA DE POSGRADO

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD

El que suscribe:

Dr. Amancio Ricardo Rojas Cotrina

HACE CONSTAR:

Que, la tesis titulada: “LA TECNICA ESTADISTICA DE LA
METODOLOGIA SEIS - SIGMA EN LA MICROPROPAGACION DE ROSAS
(ROSA SP) IN VITRO EN HUANUCO?”, realizado por el Doctorando en
Gestion Empresarial Julio Cesar DIAZ ZEGARRA, cuenta con un indice
de similitud del 18%, verificable en el Reporte de Originalidad del
software Turnitin. Luego del andlisis se concluye que cada una de las
coincidencias detectadas no constituyen plagio; por lo expuesto, la Tesis
cumple con todas las normas para el uso de citas Y referencias, ademads
de presentar un indice de similitud menor al 20% establecido en el
Reglamento General de Grados y Titulos de la Universidad Nacional

Hermilio Valdizan.

Cayhuayna, 22 de noviembre de 2021.
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Al elegir la opcién “Publico” a través de la presente autorizo de manera gratuita al
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