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RESUMEN

En la presen\_e invas "gacién se'realizé en e].» laboratorio de

determi h'ar) )
establ ecimiento

las di ferentes

1a concentr_ac,té

‘numero de: br

enraizamiento de. Y lconcentracién de sa1e= de
m.lnera.l_e: dgl'm d..&_c Murashi.ge y Skeoog? en la fase de
establ ecimiento.

El medio utiliza de Murashige y Skoog al 100 % y 50 %

de sales mi ne;r_ales empleando segment.os nodales de las variedades

Conchsta b's Nkita ose la siembra fue hecha el 22 de abril de 1993

,» con el fin de establecer el clavel in vitire, fue subcultivado
después de 8 ] as.y colocado en el medioc de proliferacidn con
:0 -mgrlt de BA. En el enraizamiento se

amie’n!,os‘ con el fin de evaluar porcentajes de

i eh!’.‘al: en la primera fase fue de parcelas

tratamientos por. variedad y 10 repeticlcnes. En

utilizé diseﬁo completamente al

variedad Concheta,

resul.i.o ser eficiente en un
de‘ sal es minerales resulto

diccien de brotes, mientras la

ki ﬁét;irng vp‘rlomrvr.‘iév_erj un’ mejqr f:r-\ec.irmire‘niob ‘ ¥y en longitud, Existen

111



diferencias enLre 1as variedades en numsro y langx!.ud de brotes.

en numero ‘de”br Les y la

ariedad Céncheta.
En el enraizamiento la concentracién dptima fue de 0.3 mgrit de

AIB teniendo un 379 anrai zamient.o, presentando O dias para

emitir raices, dé‘i'é" é-'14‘ dias para tener un buen sistema

radicular, con una Spti ma .calidad ‘del brote.

1144



producclén -

’ cafaépeflé}i'c s estéticas

’sola'mente rebasado por las rosas con

'pales,espec.les exportables son las rosas,
cla\)e}.es :
gil’a;xd!‘.}oly
Es una’planta’ r'\e'x-fbacea perenne que es propagada por esquejes

: Le‘r‘mirn 1

obteniéndose :de 10-'a, B0 esquejes por afo, lo que depende de la
e pl&nta;ﬂén,
= princ'ipa'l“es',lvproblemas para los productores de clavel

“matery al vegetal de buena catidad

en la mayoria de los casos el




productor ~ne  produce . ’§u4 materi‘éyl, 'priﬁcipalménte, esquejes,

teniendo ’que'_adé;ixilfir ‘esquejes en a hacional ‘siendo

prcpagacf‘éh g:l‘o
pr opagacli n
por la' propa

de enfermedades  por

al”para la produccidn comercial de

madresd. Esta técnica peodria

II.- OBJETIVCS

15. - Determinar - la maetodelogia y factores que afectan el

establecimients del clavel a partir de segmentos nodales.

2).-“ Evaluar las diferentes concentraciones de reguladores de
" crecimiento. y determinar la concentracidén dptima para el
establecimiento considerando el numerc de brotes y longitud del

mi smo, proliferacién y enralzamiento del clavel.

3.~ _Evaluar la concentracién de sales minerales del medic de
cultive CMurashige y Skoog) en la fase de establecimiento del

’clavel in vitro.




'ITI. = REVISION BIBLIOGRAFICA

3, = GENERALIDADES DE LA ESPECIE

3.1.= IMPORTANCIA

- El ;cléye;_ s‘éu'\a planta, que debide a sus “earacter{sticas

esLéUcAs' y a ,_s‘[.!'c‘ja‘pacidad de producir flor durahvt'é: t,.odo el afic,

o5 delas’ e a_ciesy Qque mas se eultivan para flor cortada en México

"y en. el munds: “CArange 1088>

; V,X:}:i};al’e's sreas de produccién incluye.n a Europa, Norte y
’SuAr_‘ e‘Amgr.Vtiéraj-y la parte oriental de Asia; la producecidén de_
"_cl:gyé:i ;r;’r‘;‘[tyra.lia y Francia que eran los principales productores ha
die-c’l:ecido .len!-ameﬁ!.e. mientras los nueves paises productores como
México, Israel ¥y GColombia han incrementado su produccioén y
abarcandoe gran parte del mercado mundial, debido a los bajos
costas de produccidn, particularmente por u;\ano de obra y energia.
CKQnishl 1880 citado por Mii et al 1989; Besemer 1688).

En México, 1la horticultura ornamental es considerada wuna
actividad productiva que en los uUltimos afos se ha incrementado; y
de acuerdo a diferentes fuentes se dedican 12,700 has (SARH 1@Q815,
para ésta actividad agricola, proyectindose un crecimiento mis
acelerades para lots proximos aRos, considerandose una actividad
importante que puede contribuir a promover el desarrolle de
di versas regliones de nuestro palis y generar divisas.

De las especies ornamentales que mis posibilidad tienen de
expartarse son : clavel, crisantemo, gladiola, rosa, elc.
Principalmente al mercado de Estados Unidos, ya que existen
condiciones agroclimdticas favorables para la produceidn de

ornamentales y cercania geoagrafica. CDuran 1993,



3. 2/ - ORIGEN E HISTORIA

£l cultivo del clave], parece Lena su orxgen en el sur de

Europa, aunque es muy dif!cil dete X su antigﬂedad CAlbertos

1981), ya que ésta parece remont.arse Los griegos. 300 aRos A.C.;
qﬁienes utilizaban la flor pa'r: .inos. {Guerrero 1987;
Besemer 1988). :

A rines del siglo XV yaA éxis(ia —g’nv-'a‘n‘ numere de variedades

el cultivo del clavel se difundis

cul tivadas. después de 1700
por toda Europa occidental <.y“éter\‘€ra.l',‘ ‘peroc esa planta sélo
producia flores en.primave.r;;.vocasionalmem.e en otoffo y a
principlos de invierno. »

En 1846 el floricultor lionés Dalmais después de efectuar
diversas hibridaciocnes,de la variedad Mahon obtuvé la primera
planta de clavel refloreciente, os decir., una planta que producia
flor durante todo el afo. Simul taneamente en Estados Unidos un
floricultor francés que cultivaba claveles de origen lionées,
obtuve el llamado American tree carnation o Sim, denominado asfi
por su creador y también con caracter refloreciente. A partir de
entonces se ha venido trabajando en la creacidn de nuevas razas
partiendo del material americano y europeo. (Guerrero 1987D.

En 1753 Linnec clasifica al clavel con el nombre genérico de
Dianthus, su nombre clentifico procede del griego dios divino y
anthos flor © sea flor divina; su nombre en castellano se deriva
del clavo, ya que antiguamente se wusd come sustitute del clavo

aromatico. CAlbertos 1881; Guerrero 1987.).



- El genérolbﬁanthusu_ abarca de 250 a 300 especies, siendo de
1nterés sol amente 30.‘ entre las que destacan: Dianthus caestius, D.

barbatus,  D:':chaband, D.. sinensis, D. deltoidss. D. plumarius y D.

caryophyl Lus ‘del’. cual ‘proceden los claveles reflorecientes.

CAlbertos 1881).

3. 3. - DESCRIPCION BOTANICA Y TAXANOMICA

~ El eclavel pertenece a la familia de las earfofiliceas, es una
planta herbacéa, de tallos articulados y nudosos; sus hojas Son
-lineales, ocpuestas, rigidas, paralelinervas y de color verde
glauco, revestidas de pruina cerosa., Las flores son terminales,
persistentes y hermafroditas, con cél.iz © gamosépalo, verde
coriaceo, pétalos, fuertemente sujetos por el caliz, de colores
muy diversos, estambres en numerc de 10 y ovario unileocular. El’
fruto, caja, puede contener de BO a 80 semillas de color negro o
-marrén y de forma irregular. un tanto achatada, siendo su dismetro

de 2-3 mm, CAlbertos 1681).

REINO : VEGETAL

DIVISION 3 EMBRYOPHYTA
SUBDIVISION @ ANGIOSPERMAE
CLASE : DICOTYLODANEAE
ORDEN 31 CENTROSPERMAE
FAMILIA ¢ CARYOPHYLLACEAE
GENERO s DIANTHUS

ESPECIE 1 CARYOPHYLLUS L.

FUENTE: SANCHEZ 1084




. 3. 4.~ PROPAGACION DEL CLAVEL

La propagaciéh del clavel se pueds ser de dos formas pér
semillia y vege!;ati‘\ramen\.e por medi§ de esquejes & de 1la
; mlcropr.opagacién.

- o 3. 4.1. ~ REPRODUCCION SEXUAL

La reproduccién sexual ests caracterizada por 1la fecundacién,
s la'produccién de un cigoto con 2N cromosomas por fusidn de 2

'y

g s que o a la farmacién de individuos diferentes,

puesto que su constitucidn genotipica es diferente de la de los
progenitores, Esta permite la recombinacién de genes, asi pues es
una fuente de variabilidad, facilitando la capacidad de adaptacién
Y la supervivencia de la especie cuando cambian las condiciones
del medio ambiente. C(Margara 1888).

La roproduccidn por semilla se uliliza fundamentalmente para la
obtencién de nuevas variedades. Para la obLencién de nuevan
semillas se utiliza la polinizacidn cruzada; las flores son
seloccionadas de plantas de bten crecimiente y buena floraciodn
invernal, con varas firmes, derechas y flores grandes. As{ como
el llenado del capulls, forma de los pétalos, aroma, resistenclia a
enfermedades, duracidén de la flor cortada, poca propensién al
estallado del caliz y resistencia del color tante en inviernc como

en verano. C(Herreros 1878; Albertos 10815,



3:4.2.- PROPAGACION ASEXUAL

La pr opégaci 6n . a_sexuél }:onsi ste en la obtencién : dé individuos

a partir de po vegeLaLivas de’ ‘las plantas ques posible
porque’en muchas de éstas -bl.os‘-' 6rganos vegeLaLivcs Lienen 1,a'
capacidad .de regeneracién. -Sé'éar-acberiza por la obtenc!;én de

'indivlduos genebicamenbe idénticos a la planta madre, "condiciendo
asi' a 1a constitucién de  clones homogéneos, siempre que no
sobrevengan ni mutaciones, ni variacién, C(Hartmann 1088; Margara
19883,

Este tipo de propagacién es posible debido a que cada una de
las células de la planta contiene todos los genes necesarios para
el creci:miento y desarrollo, on la divieidn célular (mitesisd que
se efectla durante el crecimiento y regeneracidn, los genes son
replicados en las células hijas, en consecuencia las
caracberisticas de esta nueva planta seran las mismas de aquella
de la cual se originé. CHartmann 1888).

3.4.2.1.~ ESQUEJES

El esqueje es un brote con dos o tres pares de hojas bien
formadas y el resto en desarrcllo, capaz de emitir rajices por su
parte inferior. CHerreros 1978). Un buen esqueje debe tener dos
nudos blen desarrollados y otro en formacidn, Al realizar el
corte del esqueje se dejan en la planta madre un par de hojas para
favorecer la nueva formacién de brotes, CArango 1G86).

I;ara la obtencidn de esquejes se requiere del establecimiento
de la planta madre, en cuyo caso es necesario partir de material
certificado, proveniente de cullive de meristemos o tratados con

termoterapla parte que se encuentren libres de enfarmedades



producidas por hongos, bacterias y princ¢ipalmente por virus.
CArango 1086; Herreros 1978; Guerrero 1987).

Para adelantar la emisidn de raices y disminuir el porcentaje
de esqujes muertos, se trata la base del esqueje con un producto
hormonal, este puede ser liquido © en pelve. Si el producto no
lieva fungucida debe mezclarse para prevenir pudriciones en el
tallo. Después de tratada la base del esqueje se pone a enraizar.
El enraizamiento debe hacerse en una instalacién que protega del
sol y del viento a los esquejes y la humedad ambiental debe ser
bastante elevada, pero estos pueden estar infectades por virus.

CAquino 1987; Albertos 1G81).



3.5.~ CULTIVO IN VITRO
3.5, 1_. « DEFINICION

La Mlcropropagacién o cultivo in vitra, se ha definido como el
culti v.ar en medi cé_: nutritivos aaecuados ¥y en forma aséptica,
api cés de rafz y de tallos , frutos inmaduros, dérganos aislados,
embriones maduros .o inmadurecs. segmentos de drganos de tallo y
hoja, y' en algunas veces ovarios, ¢vulos, anteras y polen. (Street
1977 citade por Navarro y Vera 1980).

Pierik en 1090 lo definié como el cultivo sobre un medio
nutritivo en condiciones estériles,de plantas semilias,
emﬁriones » érganos, explantes, tejidos, ecélulas y protoplastos de
plantas superiores.

La micropropagacién es una técnica que permite la
multiplicacién rdpida de células no diferenciadas de los vegetales
sohre un medic nutritivo y aséptico, el cual permite desarrollar y
diferenclar darganos a plantas completas, Cvillalobos 1980;
Bengochea y Dodds 1983 citados por Arellanos 19885),

3.5.2. -~ INPORTANCIA DEL CULTIVO IN VITRO EN CLAVEL

En las Glitimas decadas 60 -~ 80 el cultive in vitro o
micropropagacidn ha generado técnicas para resolver los problemas
fitosanitarios, principal.nente de enfermedades vasculares
transmitidas por wvirus, por los mélodos tradicionales de
propagacién. El clavel ha sido clonado in yvitre para producir
plantas libres de wvirus por medio del cultivo de meristemcs.
CBesemer 10881,

En Holanda en donde la industria ornamental mediante la técnica
de la micropropagacién ha alcanzado su miximo desarrolle, en
lo que respecta a flores de corte. (figura No 1 >

9



MILLONES DE PLANTAS CLONADAS

FIQURA No 1t

MICROPROPAGACION DE FLORES DE CORTE EN
EL PERIODG DE 13B0-1991 EN HOLANDA
] : : H H : :

15

10

1980 1991 1932 £983 D504 1985 1906 1930 1988 1989 1990 1991
ANOS

En 1688 alcanzd a producir arriba de los 18 millones de plantas

clonadas {in vitro. De estas especies el clavel se encuentra entre

las primeras diez de importancia. Ccuadro No 12CZimmerman 1091

La mi¢ropropagacidén es una técnica sumamente promisoria, aun
para un pais como México. E! desarrollo de esta nueva tecnologfa
ha dado grandes frutos en los paises industrializados, ya que la
produccién en gran volumen de material libre de virus, de gran
vigor y homegeneidad genética, ha permitido no sélo inecrementar la
productividad de numerosos cultivos horticolas, sino la calidad de
muchas flores de ornato de gran valor estético y comercial.
CHurtado y Merino 1887),

10



CUADRO No 4 FLORES DE CORTE QUE FUERON CLONADAS
IN VITRO EN HOLANDA EN 1088

Gerbera 16,341,100
Anthurim 508, 300
Rosa 505, 000
Alstrocmeria 313,000
limonium 303,800
Gentiana 145,650
Chrysanthemun 76,880
Aster 18,372
Dianthus C(plantas madresd 6,640
Gysophila 4,400

FUENTE ! ZIMMERMAN 1004

3.5, 3. - ANTECEDENTES DEL CLAVEL IN VITRO

Aun cuando es dificil determinar el origen del cultivo de
tejidos, importantes antecedentes se remeontan a 16838 cuando
Schawnn y Schleiden lanzaron la tecoria de la totipotencia, la cual
establece que las céluias son autosuficientes y que en principio
son capaces de regenerar una planta completa. Los primeros
intentos por Haberlandt en 1002 que cultivo células aisladas de
monocotileddneas sin éxito y no fue hasta 1834 cuando White
cultivo Apices de railz de tomate con éxito.CPlerik 1890; Navarro y
Vera 1088; Villlalobes 19090).

Los métodos de cultive de tejidos y células para clavel han
sido desarrollados recientemente en comparacién con otras plantas,

y han tenido una aceptacién rapida por su importancia econdmica y

L]



ahora el matgri ;; obteni do es usado con frecuencia por los
culti v;dor es. 1 : Parti cui armente el cultive de merist emos, dque es
us;do ‘par"a abten}erx plantas 1 ibres de virus y para una rapida
microporpagacidn. CMii et al 198ad,

Los trabajos referentes a la propagacién in vitro del clavel se

pueden resumirse en el Ccuadra No. 2 ).
3.5.4.~ FASES DEL CULTIVO IN VITRO

En la propagacién de plantas a travez del cultive in vitro, se

han establecido una series de fases, cada una con un objetive
especifico y requerimientos diferentes. (Murashige 1974),

Villegas C(citado por Ochoa 19830 caracteriza 4 fases; 3 in
vitro ¥y una. ex vitro, sin embargo Pilerik 1650; Debergh y Read
1691, establecen las 4 fases, pero incluyen la fase O en donde la
planta madre o donadora de los explantos, Se encuentran en un
preacondi cionamiento.

1.~ FASE 0 & PREACONDICONAMIENTO
La fase O se puede referir a lo que ocurre antes ‘de que el

cultive {n vitro comience y los aspectos a considerar son:

a) Crecimiento de la planta madre bajo condiciones de clerta
limpieza en invernaderos, teniendo un especial cuidado en la
prevencién de enfermedades y ataques por insectos, as{ como de la
temperatura y la humedad. (Pierik 10901,

b) Cambios fisioclégicos ascciados a la planta madre, en el
estado 0 incluye también algunas manipulaciones, de tal manera que
las plantas madres o donadoras de los explantos tengan mejores
condiciones para el desarrolleo ip vitro, una de ellas es la
luminosidad y el pretratamiento con reguladores de crecimiento.

CDebergh y Read 10012,
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CUADRO No 2 INVESTICACIONES REALIZADAES EN CLAVEL IN VITRO

ARO AUTOR EVENTO
1987 Quak‘ Eliminaciédn de virus
1962 Baker y Fhillips, Eliminacién de virus
1663 Stome, Eliminacién de virus
1964 Van Os‘ Eliminacion de wvirus
1085 Fhillips ¥ Mathaw'sz.. Eliminacion de virus
16685 Zenkteler Fertilizacién de ovulos
1965 Alpi‘ Elimtnacidn ::le wvirus
1083 Holl .lngs"z Eliminacién de wirus
1087 Hackett vy Andar‘sen‘ 2 Multiplicacion clonal
1968 Stcnaz.. Elimtnacion de virus
1069 Maia et a.l‘ Eliminacidén de virus
1970 Kakehi . Cultivo de callios
1972 babergh‘ Cultivoe de calleos
1a72 Engvild, Cultivo de callos
1874 Kowal skaaln Eliminaci®n de virus
1674 Takeda‘ Multiplicacion clonal
16874 Petru y L.amda‘ Multiplicacion clonal
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CONTINUACION DEL CUADRO No 2

1975 Earle y Langhans Mul upuc.ac;oﬁ:‘.
1977 Jelaska y Sutina Elimlna;:iqn,lcial virus
1977 Davis et al Mul tiplicacion‘ cl'cnal
1977 Shadbé y Murashige Multi;l:.licacviror; clonal
1977 Roest Mul!...tpl‘!.caci.on clonal
1978 Takeda‘ Multipiicacion eclonal
1970 Hempel Multiplicacion clonal
1970 Dabski et al Multiplicacion <lonal
1978 Villalobos Eliminacion de virus
1g81 Roest y Bokelman Multiplicacion elonal
1881 Vlllalobos’ Plantas haploides—anteras
1982 Mii y Chen‘ Cultivo de callos
1985 Navarro Eliminacién de virus
1989 Kim et al Multiplicacion clonal
1980 Radojevie Mul tiplicacion clonal
1990 Iocannov Mul tiplicacion clonal
FUENTE : {=MII ET AL $9P0, 25HURTADPO ¥ MERINO 1987, 3=MARGARA 19808
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2. - FAS‘E 1 6 ESTABLECIMIENTO ASEPTICO

.la > contamihacién ~dal’

La finalidad‘ de esta {'ase es evitarr

material vege!.al

esterilizacién ' : :

expl an@.e. pa

nsi derar 1 os.si gui entes

ESI'ERI LI ZACI ON

_iién de la planta, su exteriof o su
'inteﬁior. e gltlv& insuficientemente esteriuz.ado. el
'aire y'la.poeca’de tr’ezé d;l. operador. CPierik 1000).
» Para 1 ] acién del material vegetal se deben seguir los
: siguientes pasos, esto esti en funcién del material vegetal, tipe.
edad" y del i‘nterés del investigador.CPierik,1860; Kyte 10873.
1) Eliminar el suelo y porcicnes muertas de la planta.
 2>' Lavado de Jla planta con agua corriente y con algun
detergente comercial por wvarios minutos.

32 Sumergir en una solucién de alcohol, que generalmente es al
70% con la finalidad de eliminar las burbujas de aire y
disclver la capa epicuticular del explanto.

4) Sumergir en una solucidn de hipiclorito de sodio & calcio,
con agua destilada, los agentes desinfectantes son
eliminados por medio de wvarlos lavados con agua destilada
esterilizada.

La eleccién del tiempo de esterilizacidén y la concentracidn de
las soluciones estard en funcién de cada case. La efectividad de
los agentes desinfectantes puede ser mejorada con adicionando una
gota de detergente biolégico Ctween 20, 80, etc.d. esto ayuda a
romper la tensién superfiecial y permite que el agente elimine los
microorganismos. CPlierik 1890; Kyte 1087; Merino 1»967).
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Vi]la]obos C197QJ Des:tnfecto su mater;al ‘vegetal de clavel

donde se sumergleron

sodi’o'ai'luui durante varios minuteos, posteriormente quedaron
llstos para ser Lrans(‘eridcs a medio liquide.

Shabdé y Murashige €1977) utilizarén una solucién de 0.5 % de
hipoclorito de sz:;dic afadiendo dos gotas de tween 20, despuds de S
min er; la soluciédn desinfectante, fueron enjuagados 3 veces en
agua destilada esterilizada.

Earle y Langhans (1875) mencionan que sus plantas donhadoras y
explantos provenfan de invernaderos, por lo cual ho necesitaron
esterilizar su material especialmente los apices para clonarlos in
vitro. .

Roest. y Bokelmann (1981) desinfec-tarcn su material utilizando
una solucién de hipoclorito de sodio al S % durante 20 min.
posteriormente enjuagaron en 3 tiempos durante 30 a 45 min. con
agua destilada esterilizada.

Navarro €1985> desinfectd el material siguiendo una combinacién
de les 'propuestos por Shabdé y Murashige C1877) y Villalobos
€1979>.  Pero lo mantuvé en una solucién antioxidante de Acide
‘asc&picé €100 mg-l) y acido citrice €150 mgrs1d, hasta el momento

de la siembra.
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Kyte (1987 lavé el material vegetal de clavel con deLergepLe y
agua corriente y posteriofmente se realiza una mezcla de 1-10 de
blanqueador con 0.1 % de tween 20 por 5 min. y enjuagé 2 veces
‘con agua destilada eSterilizada por 3 min.

' 8.3.2.2,- SELECCION DEL INOCULO

Se denomina 1nécuio o vsxplant,o a la pequefia pércion de tejido
de la planta ut,,ilizada. para iniciar ol cultive im witro. CHartmann
19883,

Para seleccionar el explf\nt.o adecuado se deben tomar en cuenta
lo= siguientes aspectos:

a? Edad de la planta.—- Conforme una planta envejece, su
capacidad regenerativa disminuye por lo que se deben utilizar
plantas jévenes.

b2 Edad del d4rganco o tejido.- los tejidos jévenes son mas

aproplados para el cultivo in vitro, que los lignificados.

c) Estado fisioclégico.- Los tejidos o fragmentos de plantas es

estado vegetativo regeneran in vitro con mayor facilidad que leos

provenientes de plantas en estado reproductivo.

dd) Estado fitosanitario. - las plantas provenientes de
invernadero tienen menor problemas fitosanitariocs que las
cultivadas en campo.

o) TamaMNo del explanto.- Cada fraccidn aislada de una planta
tiene su propia porecidén de reservas y hormonas, y es cbvio que
cuanto mayor sea el f(ragmento vegetal mas facil es inducir el
crecimienteo y regeneracidén. CPlerik 1800; Debergh y Read 1891;

Navarro 1987).
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Diferentes ’; ; resu.l(.ﬁdos se  han _obtenido del cultive de
mer.lstemos del» clavel deped;endo de la época de colecba. del
genotipc ¥ de la" técnica usa.da en el crecimiento del material
inieial; ccuadro No 3) .

Sobre sl primer factor so 'lv'ealizé un e.studio sobre &, 000
meristemos que fueron eoleétados en diferentes épocas del afio
C Stone C1963>, Hollings y Stone C1868) ). Los mejores resultados
fueron obtenides en marzo-abril y el porcentaje de plantas
enraizadas cobtenidas decreleé hasta julio-agosto, alcanzando otro
maximoe en septimbre-octubre, y decrecid otra vez en diclembre,
cuando los resultados fueron no satisfactorios., Estas diferencias
no estidn correlacionadas con la época de colecta en relacidn con
la floracidén o con el fotopericdo Cplantas que crecleron bajo luz
artificial continua) y fueron atribuides ha ritmes biolédgicos
intrinsicos de la planta madre. Un similar experimento reazlizado
por Kowalska (18974) tuvo mejores resultados en Junio y otra wvez
resultados no satisfactorios en diciembre y febrero. marzo,
abril y mayo fuercon los mejores y diciembre resultados no
‘satist‘actorios.( Izvorska y Kacharmov €1@77> D, En general se
puede recalcar que la #época de recoleccién de material y el
crecimiento del mismo, no depende el porcentaje de meristemos
obtenidos. (Mii et al 1900).

Por 1o que respecta a las diferentes de variedades de clavel
usadas en la regeneracién de meristemos existen pocos estudios
especificos entre 1o que se encuentran los de Van Os (1864) y Van
Hoof  C1871D, que colncluyeron que no eoxisten diferencias
significativas entre las variedades usadas. Maia et al (1969
recalco la presencia de diferentes requerimientos nutricionales
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entre los claveles de tipo Mediterraneo ¥ del Sim. Izorvaska y
Kacharmazov C1Q77) bébtuyierq‘ni rgsuib;\dqs . mas estables con 1la

variedadCrowley que con Wlll{ia'vyn’ y White Sim;

3.~ FASE 2 & NULTPLIGACTON DEL PROPAGULO

En esta fase se buscra una rabi.do desarrollo, por medio de la
induceiédn de brotes adventicios o brotes axilares, lo que Son
estimulados c¢on altas concentracicones de citocininas, en menor
presencia de concentracion de auxinas, buscando el nivel hormonal
mas apropiado en cada caso. (Ochoa 1983; Debergh y Read 1001).

Consiste ademds de upa serie de subcultives o repicados
periddicos que permiten una rapida multiplicacién de los
propagulos, optimizande 1la concentracién del nivel hormonal,
debido a que de esta depende la formacién de brotes. (Murashige
1874; Debergh y Read 18812, (Cuadro No 42.

.Un objetivo mis en esta fase es conseguir la propagacién sin
perder la estabilidad genética, por lo cual se recomlenda no
excaderse de cinco subcultivos, ya que el vigor de la planta y la

calidad de la misma puede decrecer. CNavarro 1687).
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CUADRO No 8 DE DIFERENTES TIPO DE INOCULOS O EXPLANTOS

¥ SU RTUIPUESTA DE CRECIMIENTO

INOCULO RESPUESTA DE CRECIMIENTO INVESTI GADOR
Meristemo Plantas Shabdé y Murashige 18977
Puntas Plantas Quak 10657

Terminales

Nudos de
tallos
Entrenudos

Hipocotilo
Hoja
Petala
Antera
Mesaofilo

Protoplasto
Ovuleo

Muliplicacién de
brotes y
plantas

Callos

Multiplicaciédn de
brotes y plantas
Células en suspensicon
y Callos

Multiplicacién de
brotes y plantas
Multiplicaeidn de
brotes y plantas
Multiplicacién de
brotes y plantas
Multiplicaeidn de
brotes y plantas
Calles

Fertilizacidn en
tubo y plantas

Baker y Phillips 1862
Stone 1063

Van Os 1064

Phillips y Matthews 1864
Morel 1964

Hollings 1665

Alpi 1085
Miai et al
Takeda 1974
Jelaska y Sutina 1677
Hackett y Anderson 1067
Petru y landa 1674
Takeda 16874

Earle y Langhans 1875
Davis et al 1977
Jelaska y Sutina 1977
Hempel 1870

Kakehi 1970

Petru y Landa 1674
Earle y Langhans 1975
Roest 1977

Roest y Bokelmann 1G81
Kakehi 1970

Engvild 1972

Debergh 1872
Malcezewska et al 187G
Petru y landa 1874

1960

Takeda 1678

Kakehi 1878
Gimelli et al 1683
Villalobos 1881

Mi{ y Cheng 1682

Zenkteler 106S

FUENTE ! MIT ET AL 1990
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CUADRO Neo 4 DE PROLIFERACION CON LAS CANTIDADES, TIPO

DE RECULADORES, ¥ TIPO DE EXPLANTO UTILIZADO

Apices terminales

Hackett y Anderson 1067 0.1 mgslt ANA 0.3 mg-lt KIN

Earle y Langhans 1875 0.1 mgrsit ANA 0.5 mgrlt KIN

Davis et., al. 1977 1.0 mgs/lt ANA 10 mgrlt KIN

Shabdé y Murashige 1877 0.3 mgs1t. ATIA 1,0 mgslt KIN

Jelraska y Sutina 1877 0.02 mgslt ANA 2.0 mgrlt KIN

Hempel 1870 0.1 mgslt ANA 1.0 mgr/lt BA

Navarro 1085 0.3 mgrlt ATA 1.0 mgrlt KIN

Icannov 1680 0.02 mgrsit ANA 2.0 mgrit KIN
Nudos de tallo

Roest y Bekelman 1081 0.1 mgrslt ATA .0 mgrlt BA

Kim y Kang 1080 0.1 mgrslt ANA 1.0 mgrlt BA
Hipocotilo

Petru y Landa 1974 4.0 mgrlt ATIA 3.0 mgrlt KIN
Hoja

Takeda 1678 1.0 mgslt ANA 1.0 mgrslt BA
Patalo

Kakehi 1978 .0 mgslt ANA .0 mgrslt BA

Gimelli et. al. 1983 .0 mgrsit ANA 1.0 mg-slt BA
Antera

Villalobos 1e81 1.0 mgrlt ATA 1.0 mgrslt KIN
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3.3, 4.- FASE 306 ENRAIZAMIENTO

En esta fase se. 1nvolucra la. .lhduccién v difereciacién de raiz,

en’los bro!,es obteni dos ‘durante’ 1a prolit‘eraci én’ dindose ast la

_conversién de ‘un autotrdérico al

desarrol.lar .una determinada

toleran‘i
B Tambien inc.luye la preparacién de los vastagos y plantas que
se obtienen en la fase de proliferacidn, es decir la iniciacidn de
.l‘arerl ongacién del vastago e inducidén a la formacidén de rafces, ya
sea in vitro o posteriormente in vivo. (Navarro 1987).
Los factoreé que afectan el enraizamiento son:
ad) Especie. - Existen diferentes respuestas al enraizamiento de

las plantas in vitro depediendc de la especie y aun de la

variedad.COchoa 1883).

bd Cofactores de enraizamiento.- Se utilizan compuestos
fendlicos durante esta etapa. CWelander y Hutrieser 1ig81 citados
por Ochoa 10833, sin embargo, otros autores encontraron que nho
tleneﬁ ventajas y que son inhibitories. (2immermann y Brome 188%
citados por Ochoa 1983),

¢ Carbén activado.~ La adicidén al medic de este produce
efectos favorables en la fase de enraizamiento, ya que incrementa
la longitud de ratz, asi{ como el porcentaje y velocidad de
enraizamiento. COchoa 18932,

dd Concentracién de reguladores de crecimiento. - El crecimiento
y desarrollo de las plantas es ejercido, particularmente por la
concentracidn relativamente alta de auxinas con respectoc a las
eitocininas, para promover la induccién de la rafz.CPierik 1880;
\'Sebergh ¥y Read 16813,
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Para su enrayivz_‘avyni 'en:\.o‘el clétvél‘ in wvitro, se han empleado el

y Davis eL‘

Earle y Langhans 1975.

:dlfi’ere en varies

pla (.as ) a@scasamente

decarrollada 1 ‘cuLtcula i d ] ta humedad ‘relativa, ‘en’

consecuencla. vcuando N-2-R produce = una

transpiracién cuucular thra ya que l.a humedad del aire es mas

baja
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bd Las hojas de una planta »;‘:‘rcdqcida .in-yitre son blaﬁdas y

Foho‘sintétircramenteyfpoco "aétivva.s; 'y'.vj‘:or"'l"o tanhé"m'al adaptadas a

las condiciones

d) Las raices “originadas in wvitro son vulnerables y . no

funcionan 'bien. por  lo que mueren raApidamente y deben ser
sustitufidas por nuevas rafces subterraneas. (Rosell y Villalobos
19080; Pierik 1090

Un aspecto importante para la fase 4 es el sustrato, el
cualdebe estar esterilizado y presentar caracteristicas de
porosidad, buen drenaje, aireacién y un pH adecuado. En algunos
casos se adicicnan nutrientes al sustrato para incrementar 1la
so}?revivencia de las plantas.CNavarro 1887).

Para mantener la hamedad relativa se han utilizade bolsas de
polietilieno, a_si come vasos de precipitado que cubren de manera
;pd§vidual a una planta, estés Ultimos se utilizan a menor escala
y en ensayss de laboratorio. En los ultimos afios los sistemas de
neblina & nebulizacién se han generalizado para la aclimatizacidn

de plantas in yitro, manteniendo una humedad relativa alta e

incrementands la humedad del suelo y por lo consiguiente elevando
el nivel de sobrevivencia de las plantas in vitro. C(Pierik 1860;
Debergh y Read 1991).

Hurtade en 1087 establecid la metodologia para aclimatar
plantulas de clavel, la cual consiste ensacarlos de los tubos,
lavar rafces y sumergirlas posteriormente en una solucién de
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Promyl ‘al 26 %, y colocarlas posteriormente en vasos de unicel,
que contienen sustrato previamente esterilizado, Las plantulas se
siembran en los vasocs, affadiendo sustrato hasta cubrir totalmente
sus. raices y una vez sembradas se les da un ligero riego con sales
in’orgénicas de Murashige y Skoog al B0 % y se les coloca una bolsa
de polietileno transparente.

Los vasos con las plantulas son colocados en el cuarto de
incubacién durante tres semanas, haciendo un eorificio pequefio en
gl extremo superior de la bolsa a la semana de haberse realizado
el transplante y uno mis en el otro extremc a la segunda semana,
con la finalidad de ir disminuyendo 1la htmedad relativa dentro de
la bol=a.

A las tres semanas los vasos se transfieren al invernadero,
‘colocéndose sobre bancales y se les proporcionan un sombreado
colocando mallas encima de las mesas del invernadero, las cuales
se iran quitando hasta que la planta se adapte a luz solar

directa.

25



3.8.~ MEDIO BE CULTIVO

El' éxito ‘del cultivo de plantas depende del uso del medio
n‘utritivo ade;:uado. y de la composicidén quimica del mismo y de
otros factores como: tejidos wviables, incubacién y calidad de
reactivos. (Merino 1987; Lopez 1880)

El medio de cultivo es una solucién acuosa que esta formada por
tres clases de sustancias: compuestos inorganicos, compuestos
orgénicos, complejos naturales y materiales inertes de soporte.

3.6.1.~= SALES MINERALES

LLas sales minerales se dividen en dos grandes grupos

macroal ementos y microelementos,

3.6.1.1. -~ MACROELEMENTOS

Los tejidos requieren de una fuente continua de compuestos
organicos. Ademas de carbono, hidrégeno y oxigeno; son sustancias
que se agragan al medic en cantidades en gr, y son N, P, K, Ca, S,
Y Mg.
NITROGENO

Influye en el indice de crecimiento de la planta, elemento )
esencial en la composicén molecular de la clorofila, alcaloides,
&cidos nucleicos y aminocadcidos, Las fuentes de N para el medic de
cultivo son compuestos de amonic y nitratos.(Kyte 10687;Lopez
1Q960).
FOSFORD

Su principal utilidad es como activador de enzimas; las fuentes

de fosforo uitlizadas in yitro son el fosfato de sodico y de

potasio.(Kyte 1687;Lopez 19900
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POTASIO

Influye’en la divisidn cel lar

1a sipteéi_é de_carbohidratos

y proteinas y sus fuent.e para medio cﬁ'lbi\'}o ébn el r;!‘:.tv;r'a‘xto"de
potasioc y fosraLo d.e pota 10 Kyt = ‘ ‘
CALCIO R

Es parte integral:.de

papel en la permeabilida i d

carbohidratos y aminsééic'!bé. generalmente lncluido como cloruro
de calcio y nitrato de calcio.(Kyte 1887, L.opez 18009,
MAGNESIO

Elemento central de la molecula de la clorofila, es importante
como aclLivador de enzimas y se suministra como sulfato de magnesio.
AZUFRE

Presente en algunas proteinas, promueve el desarrollo de rafces
y de follaje verde, se suministra en forma de sulfatos. (Kyle
1687; Lopez 1890).

3.6.1.2. - MLCROLEMENTOS

Para una adecuada actividad metébolica, las células requieren
de microelementos, como el Fe, Cl, I, Mn, Zn, Bo, Cu, Co, y Mo,
siendo los Gltimos cinco elementos fundamentales para la sintesis
de la clorofila y en la funecidn de los cloroplastos, y se agregan
al medio de cultive en cantidades pequelas (mgd.
FERRO
‘ Partieipa en la sintesis de la clorofila, en la conversién de
enérgia en la fotosintesis y la respiracién, es incluido como
sulfato ferroso y es mezclado con la sal EDTA, que lo libera poco
a poco siendo as{ mAs asimilable por la planta,(Kyte 1987;Lopez
1990,
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MANGANESO
£s necesario para el mantenimiento dé’ 'ia lilt}-aestx;qctura y el

proceso folosintético. Ademas . esencial ‘en‘ 1a mer’nbrana del

cloroplasto y es utilizade como

ZING

‘sulfate’de manganeso.

Elemento wital eh_z,i mas, invol ucraﬁo en la formacién

de la elorofila, n'la sintesis del 4cido indolacétice,
sumistrado ‘comc’isulrf‘ato dé zinc. CRyte 1587;Lopez 1690>.
BORO SRR

Ne_acesario paré ei, mantenimiento de la actividad meristemitica,
es adicionado como &cido borico. CKﬂe 1987;Lopez 18800,
COBRE

Es necesario en la conversién de enérgia como alternante de los
estados cuproso y cupricéd e incluido como sulfato de cobre.
COBALTO

Elemento de 1la molecula de la vitamina Bu que es esencial para
la fijacidén de N, suministrad;a como clorduro de cobalto.
MOLIBOENO

Participa en la conversién del N en amoniaco y en la fijacién,
del N. suministrado como molibdanato de sodio.
CLORO

Esencial para estimular la fotosintesis, esta incluide en
grandes cantidades como cloruro de calcio.(Kyte 1887;Lopez 18802,
YoDo

Adicionado come yodures de potasio, no es considerade coma
esencial, aunque es componente de algunos aminofcidos. CKyte 1887,

Lopez 10Q0).
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C U 3.6.2. VITAMINAS

Son . necesarias  para. llevar: a ‘cabo. una  serie. de 'reacciocnes

;'ma'tabolism'o' yloson- veqd_gridas en pequeffas

u ni:s(.rada.s i_n vitro pertenecen al

os) acién ‘en’ el clclo de krebs.

ohst}.tﬁyente de coenzimas en las reacciones

‘P.trrirdéﬁnai. _—."é:lr;ze’cor'rk‘) coenzima en las vias metabolicas,
Acido pantoténirco. —C;eﬁzim en el metabolismo de las grasas.
Acido félico. -~ SL‘X funcidén come vitamina B demuestra su actividad
como coenz&rn;a.
Inositol.~ No es del complejo B, sino un azﬁcar-a}lcohol. estimula
la morfogénesis, participa en la wvia biosintética del acido
galacturdénico.CKyte 1087; Lo!aez 1a00d.
3.5, 3, = AMINOACIDOS

Los amin.oa::idos no son esenciales para el cultive de tejidos,
pero prcporcionan una fuente inmediata de N y su asimilacién puede
ser maAs rapida que el nitrégenc ilnorganico proporcionado al medio.
A continuacidén se indican lasv funciones de les aminoicidos in
vitro la glutamina y la aspargina son transportadoras de nitrégeno
la arginina estimula la rafz; la serina empleada en el cultivo de
miceroesporas y I_.a cisteina es agen(;e reductor.(Lopez 19900,

‘ 3. 6. 4.~ AZUCAR

Los tejidos v en cultivo 1_n vitro, son heterotréfricos con
respect.o al carbono, debido a su baja eficiencia en la actividad
fotosintética por lo que resulta indispensable afiadir gldcidos al
medio de cultive.(Margara 1988).
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Las plantas que crecen .in vitro no pueden sintetizar sus
propios carbohidratos, porveso req;..ri eren de una alta concentracién
de azucar, que puede ser de 20-45 grrlt dependiendo de las
férmulas de los medios de cultive. CKyle 1s87>.

3.6.5. -~ AGUA

El agua es uno de los componentes quimicos mis importantes, ya
que constituye el 95 % del medio nutritive. (Pierik 1880).

El agua utilizada para la elabéraciédn de medio debe ser
destilada, bidestilada o d.esminer'alizada y su almacenamiento debe
ser por poco tiempo, debido a que puede disclverse sustancias
quimicas de los recipientes. CLopez 1890).

3. 5. 6. ~ AGENTES GELIFICANTES

Cominmente se ha empleado el agar come agente gelificante para
la preparacién de ‘medios sélidos o semisélidos. El agar es una
mezcla de polisacAridos derivados de extractos de varjias algas
rojas.

Sus ventajas son :
ad) Con agua el agar forma geles que se derriten a 100°C y se
selidifican a 45°C, siendo estable en todas las temperaturas de
ineubacion. ’

b)) No es alterado por las enzimas. vegeltaltes.

¢) No reaccliona con los constituyentes del medio.

d) No interfiere con la movilizacidén de los constituyentes del
medio. CLopez 19901,

Por lo general se utiliza 6 gr-/lt, peroc la solidez varfa con la
férmula del medio usado, la fuente y el origen del agar. CKyte

1987>.
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Se han empleado otros compuestos para sustitufr el agar, sin
. embargo pocos han tenido éxito, El gelrite es que mas popularidad
tiene; este se utiliza a la mitad de la cct;centrac.lén del agar;
los geles del gelrite son més caros y tambien cuajan mas rapide
que el agar, se utiliza 2 gr-7it, C(Pierik 1980; Lopez 1990).

3. B. 7. -~ CONSTITUYENTES NO DEFINIDOS EN LOS
lﬂ';‘DIOS DE CULTIVO

Existen dos fuentes de estos constituyentes no definidos de
origen vegetal como el agua de coco, machacados de tomate, uva,
pifia, savia de abedul y pure de plitano entre otros. Estas pueden
ser evitadas, debido a que composicién es muy wvariable., ya que
existe diferencias entre la edad de los frutos e incluso en frutos
migma edad.

Las fuentes de nitrégenc orginico son atra fuente, ¥y son la
caseina hidrolizada, peptona, tripltona, extracte de malta y el
extracto de levadura como fuente de vitamina B. C(Plerik 18903,

3.6.8, ~ REGULADORES DEL. CRECIMIENTO
En el cultive in vitro, los reguladores especialmente las

auxinas y citocininas, son importantes, y se puede decir que =in

reguladores el cultivo in vitro es imposible.(Pierik 15902,

LLa expansidn actual de la investigacidén sobre la organegénesis
¥ las aplicaciones a la multiplicacién vegetativa in vitro esta
ligada a las auxinas y citocininas. mientras que la importancia de
Las giberelinas parece tener poco efecto en el cultivo in wvitro.

CMargara 19882,
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3.6.8.1.= AUXINAS

Las auxinas promueven la elengacién celular y la expansién de
los tejidos, divisién celular (formacidén de ecallos) y formacidn de
ratces adventicias, inhiban la formacién de vAstagos axilares y
adventicios y frecuentemente inhiben la embriogénesis en cultivos
er; suspensién. C(Kyte 1087; Plerik 1900).

Las auxinas son cominmente usadas en el medio de cultive
combinadas con citocininas durante la fase de multiplicacidn y sin
citocininas en la fase de enraizamiento. CKyte 10987),

La baja concentracién de auxinas inducen a la farmacidén de
rafces adventicias, mientras que con altas concentraciones inducen
a la formacidn de callo. ClLopez 1880).

Las auxinas gque ma&s frecuentemente se uytilizan en 1la

elaboracién del medio son: # Acido Indolacético CAI A
»* Acido Indeolbutirico CAIBRD
# Acido Naftalenacética CANAY

® Acido 2,4 Diclofenoxiacético (2,4-DD

El ATA y o1 AIB son auxinas relativamenie débiles, el primero
se produce de forma natural en las plantas, mientras que las démas
auxinas son sintéticas y son reletivamente mas estables y activas.
El ANA s una auxina fuerte y el 2,4~D es muy fuerle., C(Margara
1887; Pierik 16Q03.

Las propledades de los distintos compuastos son bien
diferentes, el AIA se utiliza en investigaciones de tipo
ficioldgico, ya que es una sustancia natural, pero por la misma
razéh, es censible a los sistemas enzimiticos de degradacidn de la
auxina y sus soluciones no tienen estabilidad y se oxidan con la
luz. 4 ’
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El AIB es uLilizado para Lraba_jos dirigidos a la multiplicacién

: vegetativa. :

Las van

acompafiadas de -una cién “de vastagos

adventicios; ‘en-: concentraciones "elly.ev\;adas (1. ‘a 10 ‘mg/J.t,) sin
embargo thiben : maci. T de raices, la dominancia apical y
retardan ol er;vejééi{m}entoQ (Kyte 1987; Plerik 1990).

Las citocininas yﬁue mis se emplean en el cultivo in vitro son
% Kinetina <K
»” Benc!.laminopurina CBAD
# 2- isopentiladenina <2iP)
% Zeatina <D

La BA se emplea con frecuencia debido a su gran actividad y su
bajo costo y algunes investigadores prefieren la =zeatina por ser
una sustancia natural. Aunque la eleccidn de la citecinina pueda
ser importante en algunos casos, por lo general no es necesarioc
realizar estudios tan rigurosos como en el caso de las auxinas.
CMargara 1888),

3.6. 8. 3. -~ OTROS REGULADORES
Las giberelinas no son utilizadas usualmente en el cultivo in

vitro, debido a que no son esenciales, Se debe tener en cuenta

que son muy sensible al calor y pierde el 90 % de su actividad

bioclégica despues del autoclaveado. CVan Bragt et al 1871 citado

por Pierik 1960). El Acido abscisico y el etileno producen efectos
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negativos en el cultivo in vitro, el primero todavia no‘ se tiene
‘claro su efecto, mientras que el etilenoc detiene el érecimientb.
cuando los tubos de ensaye son cerrados herméticamente. CPlerik
19900,

El medio utilfizade para el cultivo in yitre de clavel puede
dividirse en 2 grupos., El medic nutritive usade por leos primeros
investigadores esti basado en la solucién de Knop a la mitad o al
100 % de concentracidén y fue suplementado con elementos menores, y
constituyentes orginicos éPhillips 1862, Baker y Phillips 1062,
Stone 1862, Van Os 1084 citados por Mii et al 1880). El otro esta
basado en una alta concentracién de sales minerales, La solucidn
de Murashige y Skoog, que estimula el crecimiento de explantos
vigoresos, ahora es muy usado para varios cultives de organos,
tejidos ,células y es muy usado para la micropropagacion. CHackett
y Anderson 1967, Petru y Landa 1974, Shabdé y Murashige 1977, Kim
et al 1987, Icannov 18000,

Diferentes autores mencionan que el pH del medio de cultivo
varia desde 8.2 CPeffa 1970) a 8.8 CPhillips y Matthews 19643, sim
embargo otros estudios realizados por Paludian (10713 y Kowalska
€1074> demostraron que el pH 5.5 es el éptimo para el
enraizamiente y produccién de plantas. (Mii et al 18800

Las eombinaciones de hormonas usualmente son altas en
citocininas €2 a 10 uM y bajas enauxinas 0.1 a 0.5 uM> han sido
efectivas para la produccién de brotes., (Petru y Landa 1874, Earle
y Langhans 1975, Haempel 1979, Dabski et al 18789, Kozark y Hempel

1979 citados por Mii et al 19903.
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3. 7.- CONDICIONES DE CULTIVO

Los principales t‘actores fisicos que 1nt‘1uyen a lo largo de las

distintas fases .in vitro son:la, luz. temperatura. y huimedad entre

otros.:
waz.

Es un dapende de la duracison del dfa,
irradiacién o Vluminosidad Y. composiclén. Poco se sabe sobre el

et‘ecto de la duracién del dia en el cultive in vitro ,
generalmente se v.itiliza un fotopericdo de 14-16 horas luz, aunque
también se usa luz continua. En principio el mejor fotoperiodo in

vitro sera el que funcicne mejor en esquejes o plantas intactas.

La luminosidades altas que se producen en campo (30-70 Wn®> son
daffinas para el cultivo in wvitro. El crecimiento tiene lugar a
una luminosidad de 8-15 Wm”™ o a veces a una luminosidad muy baja,
para esto se utilizan Lubo‘s fluorescentes de tipo blanco frio,
aunque se han observade mejores resultados con luz de sodio de
alta presidén. CNorton y Norton cltados por Plerik 1990),
TEMPERATURA

Se mantiene generalmente constante de 24 a EGOC. a veces
dependiendo de la fase y especie. La temperatura optima para el

crecimiento y desarrollo i{n vitro, es de 3-4°C mas alta que para

el crecimiento in vivo, debido a que la temperatura en los tubos
de ensaye es 3-4°C maAs alta que en la camara de crecimiento debido
al efecto de la irradiacién. Para procesos especiales, como la
formacidn de yemas florales, ruptura de la dormancia y germinacién

de semillas, se deben elegir temperaturas mas bajas. (Plerik 1080)

35



HUMEDAD
Sobre la influencia de la humedad de la camara de crecimiento.y

desarrollo in vitrs, existe poca informacién.  Temiendo en. cuenta

que la himedad de los tubos de ensaye es t'-ela_ﬂ;ve;rl;n:ente- a.l.-ta. la
himedad de la cdmara de crecimiento préiﬁablement;é L;ii‘iﬁirla‘ en un'
maycr cantidad de infecciones, CPierik 100D, ’
0XGEND

Una buena aireacidn es un factor importante para el crecimiento
de células, tejidos, etc, ’ El suministro de oxigeno en el tubo de
ensaye puede mejorarse utilizando sélo tapones metalicos y no
tapones de algoddn y utilizando medios liquides.CPierik 18Q0).
DIOXIDO DE CARBONO

Aunque el coz se puede utilizar como una fuente de carbono, la

sacarosa es una fuente mucho mejor. La adicién de C(')z in vitro

tiene escaso valor., debido a que la concentracidén del mismo es muy
alta en tubo de ensaye bien sellados. Sin embargo debe tomarse en
cuenta <que la fotosintesis in vitro es muy inferior a la normal,
debideo a la kaja irradiacién siendo de poco interés el suministro
de COz. CPlerik 18902,

La temperatura para establecer el clavel varia desde 22 L eg°c
CDavis et al 1877) hasta 26°C CJelaska y Suitna 177>. En cuanto a
la intensidad luminica ¢sta ha sido muy diferente de acuerdo al
autor y va desde 2000 a 10000 lux y varios autores han sugerido
usar un fotoperiodo de 16/8 horas luz CJelaska y Sutina 1077 y
14/10 CHempel 1878), (Davis et al C(16877); sugirieron incremetar la
intensidad luminica de 2000 a 8000 lux y la temperatura de 22°C a
25°C cuando se pasa de la fase de iniciacién a la de
multiplicacion, CMii et al 1990).
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Navarro .y Vera 11987, ut.ilizaron en las fase I y II una
‘intensidad lum!.nica de 1000 ‘a aooo lux, un foLoperiodo de 18 horas

¥ 2°c. ' Mientras en la fase

luz por dla y una temperatura ‘de 22°%¢
III la intensidad lumlni::a fue de BOOD a 10000 lux, elfotopericdo

de 108 horas ‘aluz por dia y la temperatura de ar’c 2 2%c.

3.8, ~ METODO DE PROPAGACION IN VITRO DE
SEGMENTOS NODALES
Con este nombre se conoce al aislamiento de una yema junto con
una porcidn de tallo, para obtener un vastago a partir de la yema.
Este método es el mas natural en la propagacidén vegetativa de las

plantas in vitro. Cada una de las yemas que se encuentran en las

axilas de las hojas, idénticas a las del apice del talle, pueden
ser aisladas sobre un medic nutritivo, realizandose los repicados
necesarios. Cuando se aplica este método se deben tener en
cuenta los siguientes puntos.

1> El aislamiento por este médtode es practicamente imposible
cuando se trata de plantas en roseta y cuando las posibilidades de
infeccidn son altas,

2) Para reducir las posibilidades de infeccidn es mejor aislar
yemas cerradas. En el caso de que existan infecciones internas
este método es impracticable, siendo necesario acudir al cultivo
de meristemos.

3 La velocidad de propagacién depende del numero de yemas
disponibles, si este nUmero es pequefio la velocidad de

multiplicaeién resulta lenta.CPlerik 1800),Cfigura No 2).
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FIGQURA No 2 REPRESNTACION ESEQUEMATICA DEL METODO DE
EXPLANTOS NODALES PARA LA PROPAGACION VEOETATIVA

FUENTE : PIERIK t9PO
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3.9, ~ PROBLEMATICA DEL CLAVEL IN VITRO
] 3.9.1, - VITRIFICACION

Las ph'\nt.as herbiceas y lefosas propagadas in wyitro son
frecusntemente afectadas por desarreglos morfoldgicos Y
fis{olégicos por varios factores de cultive. f.as anomalfas
anotémicas, morfolégicas y fisiolégicas han sido deseritas por
varios términos: vitrificacioén, translucencla, hiperhidratacidn,
suculencia y coristalizacidn, Vitrificacidén es el términe mnis
empleado pero se refiere a procesos fisiolégicos y no a cambios
bilolégicos. CMaane‘y Debergh 1684 citados por 2iv 19810, Los
desérdenes se manifiestan mayarmente en las hojas, afectanda los
procesos de la fotosintesis y el intercambio de gases (COz,vape'r
de aguad. Las anomalias anatdmicas se manifiestan por la menor
extensién de tallos y ralces. Estos desérdenes impiden establecer
plantas micropropagadas a la fase ex vitro. CZiv 16913

Los requerimientos especiales para la proliferacién in wvitro,
la alta hiumedad, factores nutricionales, asi como minerales y
carbahidratos, altos niveles de reguladores de crecimiento y la
menor intensidad de luz son las m.ayores causas que inducen a la
malfaormacidn de brotes (Ziv 1886, Gaspar ot al 1887, Dekergh
€19877 indica que la humedad relativa y el potencial del agua son
faclores que se involucran en la morfogénesis anormal in vitro.

CZiv 1881).

En hojas hiperhidratadas examinadas en microscopic revelaron
que en mucho de los casos poselan un tejido de empalizada muy
delgado o carencian del mismo. El mesérilo ne organizado consiste
en parenquima esponjoso, con abundancia de espacies intercelulares.
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En el clavel -se incremenLaron los espacios intercelualares
debido al contenido de agua del protoplas'.o CKevers y Gaspar

~19863, E]. contanido'.de clorox‘ila fue menor en hojas vitrificadas

'al 1983). Las - hojas vitreas
ejido de .la epidermis Ven donde la

i cora’ epicuticutar se manifeste,

b2 ) calldad con respecto a hojas

ldi/}‘g;;nc;aqn_ ; 'c;nti;iad :
normales. CSutier ¥ Langhans 1676, Ziv et al 1@81,1883).

‘En est.;adics’ histoquimicos las células guardias de hojas de
"clave!.l vitreas revelaron un nivel bajo de pectina, cutina y
celulosa. CZiv y Ariel 1087, Werker y Leshem 1687). El estoma se
dafia alrededor de 1la pared, esto se debe a que las células
guardias se dafian por la deformacién de la lamina de la célula
durante la divisién primaria de las células madres del estoma en
rnec.iio lfquido., ClLeshem 1083).

Las células hiperhidricas en hojas vitreas pueden ser
atribuidasa la defectuosa lignificacién (Kevers 1887). La relacion
célula-agua en las plantas es regulada por las propiedades de
elasticidad y plasticidad de la pared celular, 165 cambios en la
celulosa y la biesintesis de lignina pueden alterar la
extensibilidad de 1a pared celular, resultando en una reduccién de
la presion de turgencia de la celtula.CKevers 1687)

Dos importantes factores de las cendiciones de cultive han
side asociades a una morfogemesis anormal; la fase fisiea y
quimica del medio y la atmésfera de cultivo, en particular el
vapor de agua, (:0z y el etileno en su fase gaseosa.(Ziv 1686,

Debergh 1887>. El incremento del agar reduce la vitrificacidn,
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pero tambien disminuye el .L'nai:o de propagacién, debido a que
también se reduce la absoréién'aé otros componentes del medioc por
el explants.CZiv 1081, Debergh 1083

El efecto de los reguladores de crecimiento en la viti-iricaeién_
no ha sido estudiado lo suficiente y algunas de la evidencias
presentadas son contradictorias. C(2iv 1890>. En el cuadro No S se
hace referencia a investigaciones en clavel en donde se estudia la
vitrificacién,

CUADRO No 5 INVESTIOACIONES REALIZADAS EN,DONDE
SE ESTUDIA LA VITRIFICACION EN CLAVEL

ANO AUTOR SUCESO

1981 2iv Reducciédn de la vitrificacién (W
por el aumento del agar al medio.

1082 Mele et al V. por el uso de medios liquidos

y semisolidos

1883 Hakkarrt y Versilus V. por el usc de medios liqui~
dos y semisolidos.

1083 Leshem Reduccidn de la V. por agentes
gelificantes,

1683 Ziv Reduccidn de la V. por el aumento
de sacarocsa.

1984 Kevers et al V. por uso de medios liquidos,

1988 Gaspar y Kevers V., por uso de medies liguides.

1985 Kevers y Gaspar Reduccidn de la V. por el
incremento de COz.

igas Kevers y Gaspar Hiperhidratacion,

1687 2iv et al Reducecidn de la V., al usar medio al
50 % de sales minerales.

ige? Dencso Brotes vitrificades.

1488 Ariel y Ziv Incremento de BA brotes vitrificados

1988 Leshem et al Incremento de Ba brotes vitrificados

1088 Kozai e Iwanami Incremento de la V.

1080 Kim et al Prevencidén de la V.,
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3.9.2. = VARTACION SOMACLONAL

Lé m‘ayi:»r'» d svent.aja . de’ algunos métodos de propagacién

vegetativa“ consiste eh el riesgo de que se produzcan

mutaeiones' variaclenes genéticas, Cuando se observa una

‘variacién genética en plantas que se. han generado in vitro,

’generalment.e‘como resultado de l.a inestabilidad ganéuca. se
‘utiliza e.l Lermi no - de variacién somaclonal propuesto por Scoweroft
en'tess. | ¢

La - aparicién de mutaciones no resulta facil de determinar
debide a que:
1.~ La expresion de las mutaciones depende, en gran medida de las
condicicnes ambientales.
2.~ Algunas veces ccurren mnicro-mutaciones que son diff{ciles de
identificar.

S.T Se necesitan métodos citoléglcos para la identificacién de los
mutantes, lo que implica téenicas especializadas y laboriesas.

En los uUltimos aﬁo.s. tanto investigadores en el drea basica,
comoe en la aplicada, han estado de acuerdoe en que los factores que
determinan la probabilidad de mutacién y su frecuencia durante el
cultive in vitro, son los siguientes:

El método de propagacién vegetativa se puede decir que cuanto
mis se destruye la estructura organizativa de unma planta. mayor es
la posibilidad de mutacidn. La estabilidad genética es casi
seguro que permanece intacta, si se utiliza el método de segmentos
nodales o yemas axilares. Si se producen vdstagos adventicos,
comoe el resultado del uso de reguladores, Se incrementan las

posibilidades de que se produzcan mutaciones y depende de :
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La forma de pr‘oduicc’:iéh de los . vastagos adventicios. Si un
vdstago se origina a partir de una célula, las posibilidades de
mutacion son majrores que si se origina de un grupo de células,
como en el caso de la ceoebolla. CHussey y Falavigha 1080 c¢itados
por Plerik 18801,

St se utiliza una quimera, generalmente se obtienen
caracteristicas diferentes de aquella, debido a que los vidstagos
adventicios suelen originarse a partir de una célula, conoc es el
caso del clavel. CHackett ¥ Anderson 1087, Dommergues y Guillot
1673 citadps por Plerik 19903,

El use de reguladeres como el 2,4-D, ANA y citoecininas
sintéticas producen un fuerte {ncremento en mutaciones. La
kinetina induce de forma Selectiva la divisién celular en células,
que son poliploides en su forma natural. (D‘amato 1877 citado por
Plerik 1980).

L.a probabilidad de que aparezcan mutacicnes es menor cuando el
material iniecial es un tejido indiferenciado como el procambium y
cambium, que si se compara con un tejido diferenciado como la
médula CPierik 1090).

El material inicifal presenta un efecto importante en las
mutacliones, las especies poliploides presentan anormalidades
cromosémicas con mds frecuencia que las diploides, (Scowcrft 1085
citado por Plerik 18603.

El numero de repicados in vitro incrementa la posibilidad de

que se produzcan mutaciones, esto sucede en la formacisn de
vistagos axilares y adventicios, y especialmente en los cultives
de callos, .en suspensién y de células aisladas, por lo cual se
debe evitar los repicados sucesivos, se debe admitir que se sabe
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relalivamente poco acerca de las causas’por las cuales: numero de

repicados provoca mutaciones. ;

Hasta ahora ne se ha consegul.do una meJcr gevr;ética impertante
por medie del cultivo de tejidos “en ning ‘éultive de importancia
econémlca. ubilizando variantes somoclon Cvasil 1986 citado
por Pierik 1990). '
3.9.3.- VENTAJAS Y DESVENTAJAS L CULTIVO DE TEJIDOS

El uso extendido del clonado o multiplicacxén in vitro presenta
sus ventajas que se indican a continuacién. <¢Plerik 1975, Van
Assche 10803, Gebhard et al 1983 citados por Pieriok 1880, Margara
16883,

1,~- La multiplicacisn in vitro es mds rdpida que la multiplicacién

in vivo, debido a que el nivel de proliferacién es elevado y en un
tiempo relativamente corto. .

2.~ Es posible propagar pecies in vitro que no pueden

multiplicarse in vive por los métodes clasicos, debido al fendmeno
de rejuvenecimiento, que solo es posible realizarlo ip vitro

3.~ El crecimiento de las plantas propagadas {n vitro son mds

vigorosas que las clonadas in vivo, por el rejuvenecimiento y por
estar libres de enfermedades.

4.~ Utilizando el cultivo in vitro, es posible multiplicar plantas
libres de enfermedades, lo que constituye un material de calidad
que justifica un costo de obtencidn relativamente caro.

5.~ Se necesita una cantidad de material relativamente pequefia

para iniciar el . cultivo in yitro.

6.~  La p‘rop»a‘gaclén in vitre puede suponer el ahorro de
comubustible y. espacio, debido a que en poco espacio se tiene un
gran nt.':‘nrerro\ de plantas y en tiempo relativamente corto.
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7.— La existencia de condiéiones perfe?t.ament.e control adas,
permite. una gran precisién en el calendaric de produccién de
plantas y conseguir una produccidén a lo largo del aRo.
8- El cultive in vitro es especialmente Gtil para el
establecimiente de bancos de germoplasma, por medico de la
criopreservacién.

El clonade in vitro puede tener sus desventajas.
1.- El riesgo de obtencién de variacién somaclonal y en algunos de
los sistemas de propagacién in vitro la estabilidad genética es
débil.
2.~ Las plantas producidas in vitro pueden mostrar caracteristicas
poco convenientes in vivo, excesiva produccién de ramas laterales
y paso total a la fase juvenil.
3. - Las plantas leffosas son muy diffciles de inducir a la
formacién de rajices y las mismas pueden resultar no funcionales in
vivo.
4.- La transferencia de las plantas del tubo de ensaye al suelo es
algo complicado.
5.=Las plantas clonadas in vitro pueden morir por la accidn de
patégenos al ser transplantadas al suelo.

6.~ EL clonado in vitro exige una aportacién de manoc de obra

importante, lo que readunda en precios relativamente al tos para
las plantas que se produ en de esta forma.
Por lo anteriorse deben considerar clertos criterios para

conseguir el exito:
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1.~ Estabilidad genética.

2.-  Seleccién cuidadosa - del material inicial libre de
enrerineaades. ‘

3.~ La L_ransferencia a suelo no debe ser complicada.

4.- La capacidad de regeneracid¢n no debe perderse.

8.~ El1 método de propagaciédn in yitro no debe ser demasiado
complicade sino serd rechazado,

6.~ Debe ser econémicamente viable.CPierik 19801>.
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IV.= MATERLALES Y METODOS
4.1. -~ LOCALIZACION

La presente ;investigacién se realizé en el laboratorio de
Micvropropagacién del Depar(.amer?t,o de Ingenieria Agricola de 1la
Facultad de Estudios Supericres Cuautitlin, Mex.

4, 2.« MATERI AL VEGETAL EMPLEADO

El Material de cla\;el fue proporcionade por los invernaderos
del Estado de Morelos, en la localidad de Tetela del Volcin, Las
variedades utilizadas fueron ‘Concheta’ y *‘Nikita rose’.

La wvariedad Concheta presenta un color salmén anaranjado,
longitud de la planta normal de 50 em o mis, rigldez del talle
buena, erecta, y flexible, tamafio de la flor de 8 cm o mis , cc;n.
crecimiento vigoroso y productiva. )

La wvariedad Nikita rose presenta un color de flor rosa,
longitud de planta normal de S0 cm o més, rigidez de tallo bueno,
erecto y flexible, tamafic de flor de 6 em © mis y con un
crecimiento vigoroso.

4.3. - DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron tallos de 8 a 10 nudes, a los cuales se les
eliminaron las hojas, . lavandose con una solucién acucsa de
detergente con agua tibia para eliminar la cera de la epidermis de
la planta, enjuagandose posteriomente en agua corriente por 1 min.
Se colocaron en un solucién de alcoheol por 3 min. agregandole una
gota de Tween B8O, posteriormente se transfirieron a una solucién
de hipoclorito de sodio por 20 min. enjuagindose a 2 tiempos con
agua destilada esterilizada, esta operacién se realizé en la

campana de aire de flujo laminar.
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4.4, - MEDIO 'DE CUL;I'IVO

E} medso de cu.\uvo empleado en’ Lcdo el experiment.o fue el de

ond coms ‘base el

cuadro de co posicicn

Cuadro No B Medio de cultive de Murashige ¥ Skeog C1862)

SALES INORGANICAS

MACROELEMENTOS CmM-1t) . MICROELEMENTOS CuMs1t)
Nl‘I‘NOs 20.6 MnSO‘. Hzo 100

I(NOa 1i8.8 H-BO‘ 100

CaCl 2 aHzO 3.0 ZnSO‘. 7Hzo 30
MgSO‘. 7Hzo 1.8 KI 8.0
KHzF‘O‘ 1.28 NazMoo‘. auzo 1.0

Naz— EDTA 100 uMrlt C°C1z' _GHzO 0.1
FeSO‘. 7H20 . 100 uM 1t CUSO‘. SHZO 0.1

COMPUESTOS ORGANICOS

Myo-inositol 100 mg-1t Tiamina 0.1 mgrit
Ac. Niecotinieo 0.5 mgrlt Glieina 2.0 mgrlt
Piridoxina 0.5 mgrlt Sacarosa 30.0 g-lt

Agar B.0 g-lt

FUENTE ! JAMBORG ET AL 1976.
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4.5.~ CONDICIONES DE INCUBACION

Después de haber realizado la siembra, se colocan los tubos en
el cuarto de cultivo en donde existe un ambiente controlado, se
tiene un fotoperf{odo de 18 hrs de luz con una intensidad luminica
de 3000 lux, la temperatura dentro del cuarto se encuentra dentro
de un rango de 27 = 1°¢,

4.6.~ IMPLANTACION DEL MATERIAL VEGETAL

Para la siembra del ma!..eria]. vegetal se utilizd la campana de
aire de fllijo laminar y mecheros de alcohol para mantener el mejor
ambiente aséptico. Los nudos de las plantas se colocaron en una
caja de petrf{ esterilizada en donde se separararon los restes de
hoJés hasta dejar al descubierto la yema, cortando la parte basal
de la yema‘ Junto al tallo y lo mismo pasd con la parte de
arriba, sin lesionar a la misma, el bistur{ y pinzas fueron
flameados en cada corte con alecochol al 986 2. Cada yema se
colocéd en un tubo.

4.7.- FECHA DE SIEMBRA

La fecha de siembra de los tratamientos fue el 22 de Abril de
11993 para la variedad Concheta y el 23 de Abril de 1893 para la
variedad Nikita rose.

Durante la fase dé multiplicacién, la fecha de siembra fue el
dia 22 de Junio de 1983 utilizando las dos variedades de clavel.

Para la fase III de la investigacién la fecha de siembra fue el

28 de Septiembre de 1003 qtllizandc solamente la variedad Concheta.
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4.8. - DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimenta.l que .se utilizd para el anilisis de los

datos fue un parcelas divtdldas.

parcelas grandes que f‘ueron las dos varledades

£l

di seffo. conslstio Len; 1 as’

de

cl a:

parcelas chicas que fueren las dlferentes dosis. de reguladoras de

crecimiento,
para cadar uno,
por tubso

experi mantales,

un

prueba ‘de Tukey al 0.05 % de significancia.

En Lota.l rueron 14 Lratamient—os con. 20

rel Licionas X

en donde. la unidad expsrimental esLuvo ccnstituida

de ohsaya »

dando un

‘Lotal

ds

280

uni dades

La comparacién de medias se realizé mediam.e la

ﬁuestra la organizacidén del experimento.

CUADRO No 7 DE LA ORUANIZACIOM DEL KEXPERIMENTO

EN PARCELAS

DIVIDIDAS EN LA FASE DE ESTABLECIMIENTO

En el. cuadro No 7 se

A /
AIB AIB ATB AIB
e
7
Trat, ¢ Trat. 2 Trat. 2 Tral. 4
k oo oo o ros |0t 20 [0 200
}45 50 % Tratl. -1 Trat. < Trat.®o
BA 100 “50 |92 768 | 2L 710 {9 720
Trat a Trat. © Trat. 10 Trat. 11
K 0.0 ‘0.0 0.1  o.5 0.1 1.0 0.1 -~ 2.0
M5100 % Trat. 12 Trat,. 18 Trat. 14
Baoo o0 o1 o5 1ot oy |9t 720
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En la rn:m,,II‘"

multiplicacion masiy

tratamiﬂehpé que’t

prol iferacisn

\‘l;:n_"l'a fase TIL se"utili ;
al azar. ‘El vdis‘eﬁo's'e cbmpusg dé 'dna. sc;ia 'i(/,ariédad de clavel la
cual fue " Concheta,  en total fueron .5 t.rat.amienvt.os con 20
re‘peiiciones por cada uno, Aando un  total de 100 unidades
experimentales. En el cuadro No 8 se muestra la organizacién de

la investigacién en la fase III.

CUADRC No 8 ORGANIZACION DEL EXPRRIMENTO EN LA FASE I

TRATAMIENTO 1 AIB O mg-rlt BA O mg-lt
TRATAMIENTO 2 AIB 0.3 mg-lt BA O mg-at
TRATAMIENTO 8 AIB 0.5 mg-1t BA O mgat
TRATAMIENTO 4 AIB 0.3 mg-lt BA 0.1 mgrlt
TRATAMIENTO 5 AIB 0.5 mgrit BA 0.1 mg/lt
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4.9.~ TOMA DE DATOS
La toma de datos se realizé de acuerdo a las siguientes
variables. :
FASE I

A2 Porcentaje de contaminacién.- esta variable se
cuantifics en la primera semana, unidad experimental contaminada
,era‘eliminada del experimento.

B> Longitud del brote y~so' de bretes por tubo.- esta
variable se cuantifics a las 8 semanas de haber sido establecido
el experimento.

¢ Namero de brotes ,- esta variable se cuantificé a las
8 semanas de haber sido establecido el experimento.

FASE IX
En esta fase se cuantificé el numerc de brotes por tratamiento,
debido que los tratamientos de la fase anterior no se perdieron ¥y
se colocaron en el medio de proliferacion.
FASE IIX
En esta fase se evaluaron las sigulentes variables:

A) Dlas de aparicidén de emisiédn de raices.

B> Porcentaje de enraizamiento.

Estas variables se cuantificaron a las 2 semanas de haber sido

establecido el experimento.
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) Y.~ RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.~ ESTABLECINIENTO DEL CULTIVO ASEPTICO

S.1.1.~ DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL
£l método de  desinfeccidén del material vegetal resultd ser
ei‘ect.i;'ro’ en un 76.20 % en todo el experimanto. En la wvariedad
Nikita l‘-‘bse ‘, {;ue -del B82.86 % de sobrevivencia y presentsd un
porcen!.a,ié "de. contaminacidn del 17. 14 % . La variedad Concheta
pi'}errsevnt’."o : un . 75, ;fl % de  sobrevivencia y un 24.20 % de

contami nacién. " '

» Losf ir&tém&entcs 8 y 11 .de la variedad Concheta fueron los que
‘presentéﬁn m‘ar mayor contaminacidn con un 40 %, mientras en ia
vaéiédéd Nikiktn rose lés tratamientos 7, 8, 11, 12 y 14 presenta
una contam.lna;iénl de)l- 30 %, € Ver figura No 3 1, Los
tratamientos que presentaron un 100 % de sobrevivencia fueron 1.
4, B de la variedad Nikita rose ¥y el mis alto indice de
scbreviven.cia’ de,v I:a ) variedad Concheta se presenta en los

tr’atarmlel.ﬂ.os i, :vh3'y, 10 con un 90 % .C Ver figura No 4.)

Plerik 1060 Me

na c}ue'existen factores que influyen en la

contaminaciédn di osieulti vos' como: la procedencia del inoculd a

explanto, .si% cede . de campo existe mayor posibilidad de

tener indices’ de cchbéﬁlnacian altos, que si éste creclo bajo

condic'lon?s d ’nvgrna}jer‘o; la anatemia de la yema, debido a gque
ésta se lc':;}alliz?a éﬂ'yéll-pudc y envuelta por la hoja con lo cual es
mas 'complicad;-~jténer buenas condiciones de asépsia bajo este
método de‘p‘rap‘agaciér’x ‘_1_3 wvitro, ¥y el factor humanc que es la

destreza para extraer las yemas y ol trabajar en la campana de

flujo laminar.
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Pennazia . 1975 obLﬁvé‘ resultadas similares de sobrevivencia con

87, éQ"/. trabajando con meristamo: Jelaska y Sutina 1977 |

obtuvieron un porceni.aje do sobrevivencia de 50 32, ;/s‘trabajando

con merlstemas Roes\, y Boke.lman 1981 prasentaron lcs mejm-es

resultadas LE sobr vivencia con B5.6 % también Lrabajando ‘con

meristemc:. qua‘ es vuna estrucLura mas pequefia vy es mis factible

Lsner msjoreé' résu’l‘tadas de asépsia.

FIOURA No 3

PORCENTAJE DE CONTAMINACION
EX LA FASE DE ESTABLECINIENTD

T T T

100

PORCENTAJE DE CONTAMINACION

b
THRTRMI ENTDS
.U, NIKITA ROSE 5 G0, CONETA
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FIGURA No <

PORCENTQJE Dk SORBREUIUENCIA

T

EN LA FRSE DE ESTABLECTNIENTD

PORCENTAJE DE SOBREUIUVENCIA

0 ;
Bt ; :
12 3 & 6 1 8 § 10 o 12 1B u
TRAATAMIENTOS
f C.V, NIKITA RBE ¥ C.V, CONCHETA

S.2.~ MEDIO DE CULTIVO
En el presente trabajo se encontraron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos. En brotes el mejor fue el
tratamiento 6 de la variedad Concheta en medio de MS al 50 % de
sales minerales con 11 bortes y en la longitud fue el tratamiento
10 de la variedad Nikita rose con ‘2.57 cm en promedioc que se

establecié en MS al 100 % de sales

'miperales, En el cuadre No 8

se puede cbservar la respuesta i _éxﬁlanto en las diferentes
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concenLracicnes dei medio en’ numero de brotes y longitud del mismo

estableciendo 1a diferenci n las concentraciones del medio al
‘pero menor ‘longitud del mismo y

pyes. ‘peroc vigcrosos en longitud.

la mi cropropagacién de diferentes

'—especies. G f .
Por lo qlie respecta a su composicidn em medioc MS C Vasil et al
‘4976 mencionan que el MS contlene altas concentraciones de

nitratos  ast como potasio y amonio en relacidén con otros

medios. La respuesta positiva de las plantas se debe al
incremento en las concentraciones de sales minerales
particularmente del ni trogeno, asi como de la sacarosa ¥y
vitaminas.

En trabajos anteriores se ha investigado la dilucién del MS a
la m_.H.ad de su ccncentraclén de sales minerales,.( Cruz 1983 > no
encontré diferencias entre el 100 % y SO % de sales minerales en
manzano. En otros trabajos con el de Alpi y Garibaldi C(citados por
Mii et 'al 100800 menciocna que principalmaente el MS estimula brotes
vigorosos de los explantos. En comunicaciédn personal ¢ Cruz 1693)
menciona que esto se debe principal mente a las ali.as
concentraciones de nitrégenc, en forme de nitratos y amonio, lo
que repercute en la disminucién del numerc de brotes y el aumento
de longitud del brote, sin olvidar la interacién de la dosis de
los reguladores. CPlancarte y Vieyra 1093) estudiaron el efecto de
las concentraciones de dos fuentes de nitrégeno NH‘NOSI y CaNO5 en
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fresa, encontrando diferencias entre las concentracianes de N, el
medio utilizado fue el MS al 50 % de sales minerales.
CUADRO No © RESPUESTA DEL EXPLANTO A LAS DIEFERENTES CONCENTRACIONES

DE REGULADORES, EN NUMEROC Y LONGITUD DE LOS BROTES EN LA FASE
DE ESTABLECIMIENTO G.V. C=CONCHETA ¥ N=NIKITA ROSE

TRAT. ~ AIB BA/K No DE BROTES. LONGITUD DE BROTE
mg-lt mg/lt PROMEDI O PROMEDIO Cemd
1¢ 0.0 c.0 2.5 o.81
z2c 0.1 0.8 K 2.0 0.67
3c 0.1 1.0 K 2.0 1.04
4cC 0.1 2.0 K 2.0 0.80
5C 0.1 0.5 BA 5.0 1.08
s8¢ 0.1 1.0 BA 11.0 1.19
7c 0.1 2.0 BA 8.0 0.06
8 C 0.0 0.0 5.0 2.57
oc 0.1 0.8 K 6.8 1.18
10¢ 0.1 1.0 K 4.0 1.08
11 ¢ 0.1 2.0 K, 3.0 0.0
12 ¢ 0.1 0.5 BA 2.0 1.20
13 ¢ 0.1 1.0 BA | 1.0 0.54
14 ¢ 0.1 ‘2.0 BA 4.0 1.20
1N 0.0 3.0 ) 1.38
2N 0.1 1.0 2.00
3N 0.1 3.0 1.71
4N 0.1 4.0 1.64
s N 0.1 4.2 1.18
& N 0.1 RN ] 1.06
7N 0.1 2.6 1.13
8N 0.0 T 1.20
anN 0.1. 5,0 2.13
10 N 0.1 1.0 2.72
11 N 0.1 3.0 1.68
12 N 0.1 3.0 1.18
13 N 0.1 6.0 1.13
14 N 0.1 4.0’ 1.08
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5.3 VARIEDADES

Al realizar el anova del numero de brotes y longitud del mismo,
se obtuve alta significancia en cuanto a 1la r§spues|.a de las
variedades de clavel al medico de cultive y a las diferentes
concentraciones de reguladcores de crecimiento. El promedio
A general de la variedad Concheta presentd una tasa de proliferacidn
de 3.03 brotes, teniendo su mejor respuesta en el tramiento 6 con
un promedio de 11 brotes, en cuanto a la variedad Nikita rose esta
presenté una tasa de proliferacién de 38.17 brotes y su mejor
tratamiento fue el 13 con 6 brotes en promedio,

En cuantoc a la longitud la Nikita rose presentd una mayor
elongacién del propagule con 1.51 cm como promedio general en
dretriments de la proliferaciédn. La variedad Concheta presentd un
promedi{oc de longitud de 1.07 cm en general.

Roest. y Bokelman (18810 concluyeron que las diferencias entre
las variedades pudo haber sido por las condiciones de cultivo y
caracteristicas propias de la variedad; teniendoc un éptimo
desarrollo en las variedades Scania-3C y Red Iveite con un 06.6 %
y B81.4 % de proliferacién, mientras la variedad Jolivette presentsd
el porcentaje mis bajo de proliferacién con 62.1 %.

Navarro 1685, utilizé dos variedades de clavel, Scania-3C,
lmproved W, para obtener plantas libres de virus, en las cuales no
encontro diferencias en cuantc el numerc de brotes o tasa de
proliferacién.

Radojevic ¢1080) encontré diferencias entre 7 variedades
evaluanhdo, nitmero de brotes por subcultiveo, y transferencia de
brotes a suelo; concluyendo que las diferentes variedades
requieren diferentes condiciones de cultive,
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5.4. RESPUESTA DEL INOCULO A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
REGULADORES DE CRECIMIENTO
S. 4.1, AUXINAS

La accién de las aux:lnas en el -estab.lecimient.o Yy proliferacién
debe ser en concentraciones bajas para promover a la induccién de
brotes. Esto se ratifica en trabajos anteriores en donde la
cpncehtracién va de un range de O0.02 mgrLt de ANA C(Jelaska y
Sutina 1977, Icannov 1990)' a 1.0 mg ~LL de ANA,CDavis et al 1877,
Kim y Kang 1989); en donde predomina el AMNA como reguylador de
crecimiento. Shabdé y. lMurashige €1877), Roest y Bokelman (1881D
son los. Unicos qué han: utilizado AIA‘en concentracicnes de 0.3 y
‘0.1 mgs/Lt, por estas razones se utilizd una concentracién baja de
éuxina de 0.1 mgrlit de AIB en todo el experimento.

5. 4.1.2. CITOCININAS

La combinacién de las citocininas K y BA con el AIB, en la fase
de e-st.gblecimiento. mostré diferentes respuestas sobre las yemas,
observindose una mejor respuesta de proliferacién cuando se
adiciond al medio BA en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mg-lt en
Ms al 50 % ~.de . sales minerales, mostrando diferencias

significativas c»o'll-nvl'a K que tuve su mejor respuesta en una

concentracion de Srmgklh en MS al 100 % de sales minerales.

Las cit.ocihi ‘estimulAn la brotacién de vastagos adventicios
de clavel eh un ,r-'-‘i go Ae 0.3 mg-Lt de K CHacketi y Andersona 10673
a 10 mgsLt vCD"a‘\:isfet»' al 1877). La relacisn auxdnaseitoeinina
Lambién v ‘1"'13,7 n un rjaﬁgo de 1:100 CJelaska y Sutina 1877, Iocannov
19902 a 1:3 g}-’l:a::i:ket‘.i..‘y Anderson 1967), pero la relacién que mis se
ut!liz.a es bd;"l :‘710 ¢ Davis et al 1877, Hempeil 1979, Roest y
Bokelman 1981 y Kim y Kang 1880, utilizando come explanto a

59



merist.emos yinudes, ! Esta relacién cambta cuando ‘se’utiliza otro

Lipo de expl anL Takeda C1978) utiliza hoJ as

akehi. 10782

v uu.liza petélos»con similaras

regul ader es

1 mg/l L

: cuando

’100 %'de"gvéles minerales, mientras la concentraci én de 2.0 mg-lt
de BA se t.uvo su mejor respuesta de .longit.ud. Estos resultados
son similares a los de Hempel 1970 que concluye que la BA tiene
mejores resultados para la induceldn a brotacién y con l.la K se
obtienen mejores resultados en el crecimiento y lengitud de les
brotes.
5.1.5. -~ NUMERC DE BROTES

Al realizar el anova correspondiente a esta variable se-
presentaron diferencias altamente significativas ¢ Ver el cuadro
No 10 3, y al realizar las comparaciones de medias ¢ Ver el cuadro
No 11 > el tratamiento 6 de 1a variedad Concheta con 0.1 mg/lt de
.AIB Yy 1.0 mgrlt de BA mostré ser superior estadisticamente a los
demas tratamientos con un promedic de 11 brotes, siguiéndcle los
tratamientos © de la variedad Concheta con 6.5 brotes promedic;
tratamiente 13 de la wvariedad Nikita reose con 6 brotes y los
tratamientos S5, 7'y 8, de la variedad Concheta todos elles con 8
brotes siende estadisticamente iguales. Los brotes promedios de
los tratamientos por variedad se pueden observar en la
Tigura No 4

Estos resul tados son supericres a los obtenidos por Pennazio en

1975 quien obtuvé B.5 brotes con 0.1 mgrslt ANA y 1.0 mgrlt K;
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Ioannov utiliza 1as mismas cantidades de Jelaska y Sutina 1877;

Davis et';l 1977 uu.liza 1.0 mg/lt ANA y 10 mgrlt BA; y Earle y
Langhans ut.ii;l‘i'zavn 0.1 mg/.u. ANA ¥ 0.5 mg-lt de K.

Al analizar  leos resultados se puede observar que las
co:::cen!.racicnes de auxinas para el establecimiento y proliferacidn
debe ser baja en concentracién de 0.1 mgrlt y de 1.0 mg-slt de
citocininas. . El' AIB resulté ser apto en la concentracion
determinada.").:‘ara la 1hdqcc16n a brotacién. La BA también resulté
ser apta’ en’ su’ ‘concen!.raci.én pa;a el establecimiento Y
pro.l.if‘eraéi&n vconfirmando los resultados obtenideos por Hempel
1879 y Roest y: Bckelman 1981,

) 5.1.6. - LONGITUD DEL BROTE

El an&lisié de  varianza para la variable mostré diferencias
e»stz;dls‘l'.i‘c;s altamente significativas en los tratamientos ( Ver
cuadro  No 12 3, al realizar las comparaciones de medias ¢ Ver
cuadra No. 13 > los tratamientos 10, 9, 2, de la variedad Nikita
rose Yy, el tratamiento 51 de la varli edad Concheta son

astadisticamente iguales con 2.72, 2.13, 2 y 2.57 respectivamente.
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QUADRO No to
DE LOS c.V.

ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERCO DE BROTES
CONCHETA ¥ NIKITA ROSE

FV GL s CcM Fe Ft
BLOQUES o 147.20 18,36 6.52 3.18%
TRAT. I 37.30 37.30 14.86 5, 35
ERROR A <] 22.62 a2.81 4.67%
SUBTOTAL 19 207.02 9. O7xx
SUBTRAT i3 358. 08 27.54 11.67 1.87%
TXS i3 362. 46 27.88 1i.81 2. 0dxn
ERRCR B 234 581 B3 2.36
TOTAL 278 1479.190

a = o0.05

CUADRO No 1t COMPARACION DE MEDIAS PRUEBA DE

NUMERO DE BROTES DE LOS C.V. C=

CONCHETA Y N=

TUKEY EN

HIKITA ROSE

Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat

6
=]
13
S

ua oo~

14
10
14
11

11

ZzZzAZ0O0NZZZZNONDZ NN

= 11

= 6.8
= 6.0
= 5.0
= 8.0
= 5.0
= 8.0
= 4.2
= 4.0

= 4.0

4.0
= 4.0
= 3.8

= 3,0
= 3.0
= 8.0

a

revovvvvw

o0 000 00 6.0

Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat
Trat

12
?
1
3
2
4
12
13

2

zZZnNnOoOnNnnNOonNnnNnzZz

10

= 3.0 3
= 2.6 c
= 2.8 d
= 2.1 d
= 2.0 d
= 2.0 d
= 2.0 d
= 1.0 q
= 1.0 d
= 1.0 d
= 1.0 d

1. 69
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NUMERO DE BROTES

FIoURA Mo B

NUMERO DE BROTES POR TRATAMIENTO EN
A FRSE DE E!Iﬂ.mmlﬂﬂ

35— —

H : .:/ \ :

e 5 i
127y 4% 6 1 8 9 hon
v TRATANIENTOS
& DV, NIKITA ABE % €.V, CONCHET

_En los tratamientos 10 y 2 de 1a variedad Mikita rose solé se
obtuvs . el desarrollo de un brote, est.o'puede explicar por qué el
brote obtuvé mayor elongacidn. En cuanto a los tratamientos 9 de

la variedad Nikita rose y 88 de la variedad Cc;nchatabse 6btuvierjon

5 brotes siendo éstos vigorosos.

Al ‘realizar el anélisis



es con mayor longitud . 1a

tasa  de prouferac N disminuye R La mayor elonga-:ifsn de los
brotes se regisu-é cuando el medlo se 1e adiciono kinetina en
roncentracionss de - O g, 1 0 mg/lt En la figura No 5 se observan

los prcmcdios de’ longitud da.l brot.e. poer tratamiento

FIGURA No &

PROMEDIO DE LONGITUD DE BROTE POR

3 TRATARIENTO EN LA FASE 1
u
5
E 2
W g
Q
8
: Y
2 | 4N .
- H
o \/ :
Z :
[=] Y :
d b
0 i i H : i K : H H H
1 2 3 6 7 ¢ 9 10 U B 83 M
TRATAMIENTOS
& OV, NIKITA BOSE ¥ LV, OO
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CUADRO No 12 ANALISIS DE VARIANZA DE LONCITUD DEL BROTE

oE LOS C.V. CONCHETA Y NIKITA ROSE

Fv GL sC CM Fe FL
BLOQUES a 1.78 0.19 0.90 3.18%
TRAT. I 22.46 22.46 106.85 5. 3
ERROR A =] 1.80 C.21 4.67%
SUBToTAL 19 26.10 Q. O7xx
SUBTRAT 13 20.74 1.60 2.08 1.67%
TXS 13 31.11 2.30 3.10 2. 04 mn
ERROR B 234 180.43 0.77
TOTAL arg 258, 38

o=0. 05

CUADRO No

LONGITUD DE

18 COMPARACION DE

BROTES DE LOS C.V.

MEDIAS PRUEBA DE TUKEY DE

C=CONCHETA Y N=NIKITA ROSE

Trat 10

Trat 8
Trat ©
Trat 2
Trat 3
Trat 1
Trat 4
Trat 1
Trat 8
Trat 1
Trat 1
Trat 6
Trat S
Trat

Trat
Trat 1

-

zzzNZOAONNZTZZZZZZOZ

4
2

<]
Trat 12
7

3

L}

o-no.w b0

2.
2.
= 2.
= a.
=1,
=1,
=1.
1.
1,
1.
i?
1.
1.
=.1,
=1,
= 4%.
=1

20’

57
57
13
)

7
&8
64
38

a
a
a
a

20::
H-
18"
18’
13 .
13

RN ENESS

Trat
Trat
Trat
Trat
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CUADRO No 14 ANALISIE DE REGRESION Y CORRELACION ENTRE NUMERO
. BROTES Y LONGITUD DE BROTE

ANOVA
Fv GL sc CM Fe Fr
REGRESION 1 2.50 2.806 iz.a1 4.23%
ERROR a6 S.07 0.104 0.194 7. 7N
TOTAL a7 7.57
r_s 0.30 €=0.,03 = 0,874

5. 2. = PROLIFERACION
5.2.1. - SUBCULTIVO
"En la primera parte del axperimento la variedad Concheta obtuve
una tasa de proliferacién general de 3.93 brotes y la variedad
Nikita rose una tasa de preoliferacién de 3.17 brotes. Al realizar
el primer subcultivo del medioc de proliferacién con las siguientes
concentraciones 0.1 mgr/lt de AIB y 1.0 mgrslt. BA en MS al 50 % de
sales minerales, la variedad Concheta aumentd su tasa de
proliferacién a 10.8 brotes y la variedad Nikita rose a 10.3
brotes; por lo cual las dos variedades muestran una tendencia a
incrementar su tasa de proliferacidn,
Esta tendencia a incrementar la tasa de proliferacién en los
subcultivos se debe a que la planta © explanto permanece en
perfodos prolongados en contacte con el medio, con lo cual

desarrolla mecanismos de adaptacién que le permite tener una mejor
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respuesta ‘a las"condié_iongs"& vltrb; p}ern;.i.t‘:endole~’tener una

mejor respuesta’ en la §F01 iferacidn,

anf.ei'i or . el Lratami ento’

Lercero col r-o “d ] b Les de 15 8,_ mlen(.ras los Lratan\lentos
. 19.9 brotes
réspéé@i&an;eﬁi;é. El: ngor tratamiento de la variedad Nikita rose
fue el tl"at’a;llier’ﬂ.;v 3 con 15.2 brotes; estos resultados se pueden
observar en la figura No 8.

FIGURA No ?7

COMPARACION DEL. NUMERO DE BROTE EN
% FASE 1 ¥ EL PRIMER SUBCILTIUD
; T T T R S T S

NUMERO DE BROTES

0123456 78910111213141 234356 7&91011121314
TRATAMIENTOS
4 FREL ¥ PRINER SUBCILTIVG
----- C.V. NIKITA ROSE ------ =--=-=—- C,V. CONCHETA ~-~-~-—
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5. 3. ~ ENRAIZAMIENTO
S.3.1.~ DIAS A EMSION DE RAIZ
En‘ esi_.a variablé podemos observar los sguientes resultados :
Tratamiento 1 12 dias Tratamiento 4  © dias
) _ﬁatémiento 2 @ dias Tratamiento 5 14 dias
- Tratmiento 3  © dias
_ Lps tratamientos @ 3 y 4, tradaron 9 dias en la emisién de
‘ratz y de 12 a 14 dias en tener un sistema radicular. Earle y
VLar\'ghnhs 1975 mencionan que el enraizamiento ocurra los 2 semanas,
otrt;s investigadores como Hackett y Anderson 1067, Kyte 1087,
Navarro 1087 utilizaron el medio del MS al 50 % de sales minerales
¥ sin reguladores para inducir a la‘ formacién de ralces. Petru y
Landa 1974 utilizan el medic de Morel con una concentracién de ANA
0.4 mgslt. En el experimento de enraizamiento tamblén se utilizeé
el MS al 50 % de sales minerales con diferentes concentraciones de
AIB y BA.
5.3.2. PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO

Al realizar el analisis de varianza se obtuvieron diferencias
estadisticas altamente significativas. ¢ Ver el cuadro No 1S5 ) en
la comparacion de medias ¢ Ver cuadro No 16 ) los tratamientos 2 y
3 son superiocres a los restantes y estadisticamente iguales con
70 % de enraizamiento, que presentan las siguientes
concentracicnes tratamiento 2 ¢ 0.3 mgrsit AIB 5 y tratamiento 3
con C 0.8 mgrlt AIB D. El tratamiento 1 sin reguladeores presento
un 55 % enraizamiento. La adieidén al medio de enraizamiento de BA
resultd ser negativo en la concentracidén de 0.1 mg-it debido a que

los tratamientos 4 y S presentan 30 y 20 % de enraizamiento.
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CUADRO

No 185 ANALISEIS DE VARIANZA DE PORCENTAJE DE
ENRAIZAMIENTO DEL C.V. CONCHETA

ANOVA
FV GL sC cM Fe Ft
TRAT 4 35.18 8. 80 4.47 2. 45
ERROR o5 186.75 1.97 3. 48mn
TOTAL (=] 221,94
o= 0.085

CUADRQ NoO 16 COMPARACION DE MEDIAS PRUEBA DE TUKEY
PORCENTAJES DE ENRAIZAMIENTO DEL C.V. CGONCHETA

TRATAMIENTO 2 = 82 a
TRATAMIENTO 3 = 83 a
TRATAMIENTO & = 73 b
TRATAMIENTO 4 = 88 [
TRATAMIENTO § = 52 d
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PORCENTAJE ENRAILZAMIENTO

Pennazio 1675 obtuvo un €8.2 % dé enraizamiento [con MS al 50 %

de su coneentraciéﬁ do s'yalreAs" 0.1 masit de ANA. CEl 'Lrand.enLo

‘ocurre’ en el

no desarrolla‘
longitud.” En la figura No 7 .se pusden observar los porcenLaJes de

enraizamieni-o del experimento,
FIOURA No 8

POCENTAJE DR ENRAIZAMIENTO
DE LR WRIEDAD CONCHET

100 ; : :

3
TRATAMIENTOS
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Un problema ~par;a "'la' micropropagac.lén del clave.l es la

vit.rlticacién- Earle y Langhans 1975 obf.uv&eron brotes con hoJas

anormales que se vuelven> [ fes y 'no enraizan. s Davis et al 1977

reporta ho_jas ancha . gruesas producidas en medio liquido. cuando

se le adiciona: al msdi‘o adénina y caseina hidro.liznda. En el
experiemnto ser gb eron ‘brot.es. con -hajas gruesas y anchas con
apari enciia transl ﬁci da‘,:;aé Vx“;:rma arrosetada, que muy pocas veces
desarrollaban ‘en '.l'ongi!.uvd. - principalmente de la variedad Nikita
rose en la p}esencia de 2.0 mg-lt de BA, presentandose por lo
menos en un tubo de los tratamientos problemas de vitrifiecacién,

en la variedad Concheta principalmente en la concentracidn de 2,0

mg-lt de K,
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VI S CONCLUSIONES

1.- El método de propagacién de segmentos nodales resultd ser

factible para la obt.enci de p}.antas de clavel baJo condiccnes in

wvitro. t.ro.

2.~ El métocid de desinf ccj.én resulté -ser’ e!‘ectivc al obtener

un 79. '29 % de cultive aséptico v los 1nd£ces de . contaminacién
pueden ser atribuidos a las hojas que envuelven a .\a yema en el
nudo, lo que no permite tener una desinfeccidén mas eficiente.

3.~ El uso de del medic de cultivo al 50 % de sales minerales,
favorecié en una mejor respuesta en la induccion de brotes en las
2 variedades de clavel.

4.~ La variedad Concheta resulté tener mejor respuesta bajo

las condiciones in vitro , estc se demuestra en sus altos indices

de proliferacién, y la variedad Nikita rose obtuve mejores .
resultados en la longitud del brote, por lo tante cada variedad
requiere de condiciones diferentes de cultive.,

‘'S.~ Al emplear bencilaminopurina se obtiene una mejor
respuesta a la induccion de brotacidén, mientras el uso de 1la
kinetina se recomienda para obtener un mejor crecimiento de brote.

6.~ El 4dcido indolbutirico resulté ser eficiente en la
concentracidén de 0.1 mgrlt e induccir a la proliferacién de
brotes .de clavel.

7.~ Con la combinaciénv de’AIB 0.1 mg/lt y de BA 1.0 mgsit se
obtiene el mas alto indice de proliferacién . en la fase de
establecimiento con 11 brotes en promedioc en la variedad Concheta,

utilizando el MS al BO % de sales minerales.
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8.~ La combinacién de AIB 0.1 mgr/it y K 0.5, 1.0 mgr/lt se tiene
la mayor elongacién de los brotes en la v‘ar;edad Nikita rose,
utilizando el MS al 100 % de sales minerales.

9, - El realizar los subcultivos resulta ser satisfactorio, ya
que aumenta notablemente el numerc de brotes. por tubo, siendo
mayor la repuesta de la variedad Concheta. Por lo que se puede
obtener un gran numero de plantas y calcular el mismo en un
tiemps determinado.

10.~ El adiciocnar al MS al S0 % de sales minerales 0.3 mgrlt de
AIB permite emitir raices a los 9 dias ¥y plantas terminadas a los
12 a 14 dias, con una buena calidad del brotes en aspectc fisico y
elongacisn del mismo.

11.~ Mediante la técnica de la micropropagacidén se puede
obtener plantas libres de patégenos y de la calidad suficiente.
qué permitiria a los floricultores resolver en parte el problema

de la importacién de material vegetal,
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