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RESUMEN 

En la present..e inyP.st..-iga·~-~6~.- ~e·:.·realiz6 en 'el ·1aborat..orio de 

mi cr0prop.agaci6~- i:t~ ·:.~~ -~a'~~~ ~ad -de ·,;Est..udiOs -~~upe.r i~r-i::s · Cua~t..i t.lan 

del Dep<irt.:alnent:o·;·~~--º_Jngerl
0

i~¡:.-1a:·; Ág~·{C:o{~"J,- "_>:-,·>Lo_s __ -~bj~~i_vos f'ueron 
·'!. : . ··r.~~. .,._-" --:, -~·\;¡ ·--;-. 

det..ermina.: f~-- -~~-~~~f-~~K~~~-~:r.){:.~-~;~~<~~~ :c.~~!.:_. -~ireCt..8.n 81 

es~abl eci ~ien~o '~~1~'.·~·~•ªftf .~,:;j.;~'~!~;,;~~·~~~,~~~;~~!Xr<>~f;~~~'.;;~val uar 
1 as di f'erent.es concent.:raci ones ··-de·c reguladores·",-:.. asii.:,g.;-~°Q--;-'~Í&~~~-~i rl~;r 

•r' .'.: -,..··,, :, .;,,:, 0 " :.~:) ;,', ~:-J \.:'.,'.'·),~~'~:::..::~.~~:::~;::~~;~,_~::::,:,~-;;¿y;;, ~I·:;,-;~.~: +? .. '{.:;!.~:~'; ;.,,:.·: ~< •"' > 

la concent.raci 6n · · ópt.i ma '-para '::el'~~·est.ableci mi ent.o¡_·_, considerando: el 

número • de bro~es y'.~::_f~~h'~~é~;~~l·; '~,¡ii,~.) J,i'.oíir~r;;diÓn y 

enr ai 'Zami ent.o . del.: .. ~~- áv~l-~~~iy~:.;··~vai-~ar··_ ·· 1 a· coOcent.r:aci ón de_· s~les de 

minerales del me:dio·'.-~·ci~{C~i.t."i.0o, ·¿Muf.as.hige y Skoog) en la f"ase de 
.,;-_; -::.;., ,::·.:.; 

es t.abl eci mi en t. o, .,·: 
. -., .'. - ··~-~ !" 

El. medio ut.iiiza'do_ f.~~ .. ~~ _.-de Murashige y Skoog al 100 Y. y 60 % 

de sales miner.al~;si ;·é~Pl~~ndo segment.os nodales de las variedades 

Conchet.a y Nkit.a:"ros~:··-la .. sigmbra fue hecha el 22 de abril de 1993 

• con el fin de·.·est.ablecer el clavel !.D. vit.ro. fue subcult.ivado 

después de 8 s:e~nas y colocado en el medio de prolif'eración con 

0.1 mg/ll, AIB/y ··1.0 mg/H de BA. En el enraizamient.o se 
--;-- --. -,~---:::-. -- --- . -

ut.ilizaron 6 -.'t.rat.amient.os con el f'in de evaluar porcent.ajes de 

enr ai 'Za~i en~~.;--:'. t:::<·:-: . 
Ei> dis~fr~/-~.~~-~~-~~e~t.~l en la primera fase f'ue de parcelas 

di vid¡da~·:·~-~~:~:·i·¡:·:·;:¡-~--~~ami8:nt.os por variedad y 10 .repet.iciones. En 

la .. f'ase~::-~~>:~riJ~'¡=:~7~á¡-~~~:~·:s~· ut:~¡~zó- .~1·- ~.isef'So complet.ament.e al 
' , ;.,.' . 

azar .. con.-:s i·~~~~·~~-.~~tC:~:.::~~i~.~zand_O_ 'J."'!-'. v:ai-ieda:d Conchet.a. 

El ~é~od~"· d~~-~~d~~.~-~~*:~~·i·~~ ;1·:~t.i\~ ~a~o ·: res~l t.o ser ef'i ei ent.e en un 

79. 29 % • E~:·,g~n-~r::~1·:>·'•ei-.'.::~·~·a.1:;~"50 ··?· de sales minerales result.o 

iA ··indt..icción de brot.es, mient.ras la 

kinetina pr~~~e~~~ u~·m~jo~ creeimienlo y en longi t.t.1d. Exist.en 

iii 



dif'erencias ent..re las variedades en ntlmer.o y_ longit.ud de __ brot.es, 

siendo la var{edad Conch9.t.a··-·mej6r en :ntlmero ,de br.~t.S.s Y la 

variedad Nilcit.a rose ~-~:-·:i6~~i~~J· _·d~i brót.:Ei:c· 

P~iiner_-~·: ~l{bC'{ii.ti:y~<.~._-.~·!·.-~:ob-s~rvo ··una_ t.endencia a 

incremeñt.'a.rse'-el nl:imer·o· -~~-.-·br6t..~~é:~Pof>·t..~t>o;: Con un máximo de ao. 7 

Al realizar 

":>_c.- -,_ '.:: _ _.. 

En el enraizamtent.~ l~ ~~~·~~nt.'"~aéiÓn- ópt.ima fue de O. 3 mg/lt.. de . .,__ . 
AIB t.eniendo un 70, Y., de '.:~nra'~za.mÍent.o, present.ando g dias para 

emit.ir raices, d& 1,2 a \4_: ~di as . para t.ener un buen sist.ema 

radicular. con una ópt.ima.calidad del brot.e. 

iiii 



I.- INTRODUCCION 

E:l ·clavel es. la plant.a mundi~l~~nt.~ , más_·_. ~u-~ t.i_vada para la 

producción de f'loJ..·,· cort.adá., - ··jra:::-: que: >-pr:eSent.a excelentes 

car act.er 1 s_t.i.ca:s ~-~¿~li:~~~-·::=~; ~. :;J~~~~:~'.·~¡·;·.:··pá~:¿~: ·~~-:!~~Í'~~'a ·.· ~~mer9i al , su 

resi st.enci a ~~~-;-~~i~~·-; ~i·~::~~-~~~~j·;~ ~;::::~,;-~~s;~~\.e. ~';:-:,y~··por:\s-u -; c·apaci dad 

de pr Odu~·¡ ~,: -~:i;6~ r:~~~~-~~~l~J~r6~~~~~ ~·i~~f~-~~:!~~~::~~~~~~/Jli:f ~~t-. :~~;·~~~-e~ 1 st.1 ca 

··>· .;-r:-:~"-· _;·r;f.i->~~;rr ;:·;::{ .. ; .1-;;; .. _:.<:-r.: :::~,i:.:=. ·~:;~;~':i~~r·}'::· -· 

~E~Jiillti~~~'ii~YJ'.!0i~ 
se .·· consum!.: ~ri,~q ~f'\ g~~~~~,~~Wf $~~~:~#~J~;i;w~~):·,~_;("i~1 · r'.'specta a la 

export.ación ;·el"t-Edo'{· def;.MéXi_c~\,export.a~.el"'.:,60'>"' de·: su 'producción, 

::::: ~~;~!al~i~f JJ:·::.:~::''';;;:w ,;.:;:· ': 
clave~. -.~ó:Xi'7.~:,_~~~or:-t.:,~:'{: ~ac.ia los Est.ados Unidos en 1990, según 

BaricomS.Xt.·/, -~~~-~::~9?:'.:/üSs·." 'sOlament.e rebasado por las rosas con 

1 ·, g~i_·;.oOo~~ µ:~;;;·;·~~S,:~ p~·iCipales _especies export.ables son las rosas, 

el av~l ~·s ,:,;:·-~-~~-~! ~-á:ñt:~Ínc:>S·, pompones, margaritas, st.at.i ces, nardos. 

gladi.:01~·.·'. -Íii·~··~>~'.ir.is, g)rsophylas y palma camedor. 

Es' u~~~:P1.a.~.~~~>,herbácea perenne que es propagada por esquejes 

t.ermin'~l~~~-,::.~{o·~·:'.·~-.~~les. son enraizados en cá.maras de nebulización 
- - .. ·:-:~>;~"- .-

obt.erliándose.:de.-10 ·a 50 esquejes por arfo, lo que depende de la 
.. -.;_>··>' 

den_si dad -·y· __ . éP~h'~ -:~de P1 an t.aC 1 ón . 
.. ··,1• -;·,,.-

-':,e' ·.:;· .· ·. 
veget.al de buena calidad 

r i t....osa_r:-i t.'ar i a. :~-~ebi do .. a -· .. ':t~'! --ªt:' la mayoria de los casos el 



pr-oduct.or no produce su· mat.er-ial. i:>r-~ncipalr:n~nt.e esquejes, 

t.eniendo que adqui~ir esquejes en- el 'merCad~-,.: .. ·r,';.:6ional 'siendo 

est.~sde dudosa -c~ii~·~~ r~\ .. ¿~~:h¡·~-~'ri~ .-:o·<~·dcÍ~irir.los.;::de .. ·e~P'resas 
:··; ... , !· ·, \;• ','_ ' ~ 

especializadas que l ~~ i inPor~~n: ... de. ~~~-~~~··:-·c~~?. ~·¿;¡ a·ri·d·~. y Est.ados 
;:.':~>-: :(~.~~,: ~l, ;,.-t;'.'" •"<"<,;:"'' ~,,_.,.. e-,:·~-:;·•' 

Unidos. ___ . _:! ~:_;. :.;:;~~¡~::·:· };~;:;~ :á~~\:~:;?~~-:·:_·~~'.~:<.~:'_ .:~-~~-~-~: :-'~; 
La producci6ry,· por~-~d1~·~de:~'l&,}Pr:O)::ia.gac16r1;:m·-<vii..ro racilit.a la 

• • '.>} '."~~>-· :·~·~\;,:<~:.~~~):;:_"~\;;;~,::';:\:.~~;;_ ', ~:·n;_.,_'é\: • '-~ •.' 
propagaci~n clona!' ·rápt'da:'-- de·-;·espec·f~s'' qt.ie _'Se ven limit.adas en su 

::~;::E~l~\~f ~J~f s,~~::.: :::::=: 
con el t'in de·producir:· urf-'gran· ntlmero de plant.as de buena calidad, 

.. ' /-.-~- '; :_ '.:-~~;\:'.:~~~:,~~:~'.</,t~:_': ·;. '~: 
que pueden ser. ·:~~el.~n-~!>..~:~':'"i.al para la pr-oducci6n comer-cial de 

esquejes e~r~i:·~~~~~'~i'.:~~~1~~-~~~~~' madres). 
'--':...;--

Est.a ~écnica podria 

resolver en ·par{~''::1a· .. , import.ación de esquejes de los product..ores 

II. - OBJETIVOS 

D. - Det..erminar la mat.odologia y ract.or-es que arect..an el 

est.ablecimient..o_del clavel a part.ir- de segment.os nodales. 

2). - Evaluar las direrent.es concent.raciones de reguladores de 

crecimient.o y dat.erminar la concent.raci6n ópt.ima para el 

est.ablecimient.o considerando el ntlmero de brot.es y longit.ud del 

núsmo, prolireración y enraizamiento del clavel. 

3). - Evaluar- la concent.ración de sales miner-ales del medio de 

cult.ivo CMurashige y Skoog) en la f'ase de est.ablecimient.o del 

clavel in~. 

2 



III.- REVISION BIBLIOGRAFICA 

3.- GENERALIDADES DE LA ESPECIE 

3.1.- IMPORTANCIA 

El ,elável ~s una pl ant.a, que debido a sus caract.erist.icas 

est.ét.icas Y,-ª· su c:-apacidad de producir t'for duran:Le_ todo el ario. 

es·de las--0-~'PeCies que más se eult.ivan para f'lor cortada en México 

y en el mútidÓ;...-'C Arango 1989) 

Las· pr:-icipales áreas de producción incluyen a Europa, Norte y 

de Asia.o la producción de 

clayé~ en Italia y F'rancJ.a que eran los principales product.ores ha 

decrecido lent.amont.e, mientras los nuevos paises product.ores corno 

México, Israel y Colombia han incrementado su producción y 

abarcando gran part.e del mercado mundial. debido a los bajos 

costos de producción, part.icularment.e por mano de obra y energia. 

CK~nishi !QBO citado por MiJ et. al 19890 Besemer 1988). 

En Méx.ico. la hort.icult.ura ornamenlal considerada una 

actividad productiva que en los últimos attos se ha incrementado; y 

de acuerdo a direrenles ruantes se dedican 12.700 has CSARH 1QQ1). 

para fá.st.a act.i vi dad agr1cola. proyect.ándose un crecimiento más 

acelerado para los proximos ai"los. considerandose una aclividad 

importante que puede contribuir promover el desarrollo de 

diversas regiones de nuestro pais y generar divisas. 

De las especies ornamentales que más posibilidad tienen de 

export.arse son clav&l. crisantemo, gladiola. rosa, el.e. 

Principalmente al mercado de Estados Unidos, ya qua existen 

cóndiciones agroclimát.icas favorables para la producción de 

ornamant.ales y cercania geográrica. CDc.rran JQQ3). 

3 



3. a. - ORIGEN E HISTORIA 

El cul t.i vo del clavel, parece t.ener-:: su Or"'igen en el sur de 
,·_:. :'·_ '. 

Europa. aunque es muy dificil .dOt.erminar. ·su ant.igüedad _(Albert.os 
' . ' . 

1981), ya que ést.a parece remon~a~.S~ . .;;,·_~o_s_ g~iegc:>~· 300 aNos A.C.; 

quienes ut.ilizaban la f'lor para:_.arom~li'Zar ·vinos. CGuerrero 1987; 
·· ... 

Besemer 1988). 

A f'ines del siglo XV ya ~~st.'1·~: .U_n ·Qran ntl:mero de variedades 

cul t.! vadas. después de 1700-. e~: cu1üvc; del clavel se difundió 

por t.oda Europa occident.al Y C~niral, pero esa planta sólo 

producía !'lores en pr-imavera y ocasionalment.e en ot.of'\'o y a 

principios de invierno. 

En 1845 el f'loricult.or lionés Dalmais después de ef'ect.uar 

diversas hibridaciones,de la variedad Mahon obt.uv6 la primera 

planta de clavel re:f'"lorecient.e, es decir, una plant.a que producía 

f"lor durante t.odo el af'io. Simult.aneament.e en Est.ados Unidos un 

~loricultor Crancés que cult.ivaba claveles de origen lionés, 

obtuvo el llamado American t.ree carnation o Sim, denominado asi 

por su creador y también con caract.er refloreciente. A part.ir de 

entonces se ha venido t.rabajando en la creación de nuevas ra.zas 

part.iendo del mat.erial americano y europeo. (Guerrero 1987). 

En 1763 L.inneo clasi:f'"ica al clavel con el nombra genérico de 

Dianthus, su nombre cient.ifico procede del griego d'i.os divino y 

anthos flor o sea flor divina; su nombre en cast.ellano se deriva 

del clavo, ya que ant.iguament.e se usó como sust.i t.ulo del clavo 

aromat.ico. (Albert.os 1Q81; Guerrero 1987.). 



El genéro Dianthus abarca de 250 a 300 especies, siendo de 

interés solamente 30, entre las que destacan: Dianthus caesius, D. 

barbatus:, D.<c~band, D. sinensis, D. deltoides. D. plwnar-ius y D. 

caryoPh.Yttí.ts'del.cual proceden los claveles refloreeientes. 

CAlberLos 1981). 

3.3.- DESCRIPCION BOTANICA Y TAXANOMICA 

El clavel pertenece a la familia de ·1as cariot"iláceas, es una 

planta herbacéa, de tallos articulados y nudosos; sus hojas son 

lineales, opuest.as, rigidas. paralelinervas y de color verde 

glauco, revestidas de pruina cerosa. Las !'lores son terminales, 

persistent.es y hermafroditas, con cAliz gamosépalo, verde 

coriáceo, pétalos, f'uert.emenle sujetos por el cAliz, de colores 

muy diversos, estambres en nlsmero de 10 y ovario unilocular. E:l 

t"rut.o, caja, puede contener de 60 a go semillas de color negro o 

marrón y de forma irregular. un t.ant.o achatada, siendo su diAmet.ro 

de 2-3 mm. (Albert.os 1Q91). 

REINO t VEGETAL 

DIVISION t EMBRYOPHYTA 

SUBDIVISION 1 ANGIOSPERMAE 

CLASE DICOTYLOD.ANEAE 

ORDEN t CENTROSPERMAE 

FAMILIA t CARYOPHYLLACEAE 

GENERO 1 DIANTHUS 

ESPECIE 1 CARYOPHYLLUS L. 
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3,4.- PROPAGACION DEL CLAVEL 

La propagació"n del clavel se pued& ser de dos C'ormas por 

semilla y veget.at.ivament.e por medio de esquejes 6 de la 

mi er opr opagaci ón. 

3.4.1.- REPROOUCCION SEXUAL 

La reproducción sexual est.á caract.erizada por la fecundación. 

es la producción de un cigoto con ZN cromosomas por fusión de 2 

gamet.os que conduce a la Cormación de individuos di'f"erent.es, 

puest.o que su const..i t.uci óri genot.i pi ca es di ferent.e de la de los 

progenit.ores. Est.a permit.e la ~ecombinación de genes. asi pues es 

una ~uente de variabilidad. facilit.ando la capacidad de adapt.ación 

Y la supervivencia deo la especie cuando cambian las condiciones 

del medio ambiente. CMargara 1988). 

~a reproducción por semilla se ut.iliza fundament.alment.e para la 

obt.ención de nuevas variedades. Para la obt.enci6n de nueva!'¡ 

semillas se ut.iliza. la polinización cruzada; las t'lores son 

seleccionadas de plant.as de buen zrocimient.o y buena f'loración 

invernal, con varas firmes, derechas y flores grandes. A.si como 

el llenado del capullo, ~orma de los pétalos, aroma, resistencia a 

enf"ermedades, duración de la f'lor- cortada. poca propensión al 

estallado del cáliz y resis~encia del color tanto en invierno como 

en verano. CHerr-eros 1978; Alber~os 1981). 
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.3.4.a.- PROPAGACION ASEXUAL 

La propaga~i6ry asexual consist.e en la obt.ención de individuos 

a part.ir de pOr-cion~S .. veget.at.ivas de las plant.as ques_ posible 

porque en muchas de ést.as los órganos veget.at.ivos t.ienen la 

capacidad -d~ regeneración. Se caract.eriza por la obt.enci6n de 

individuos genét.icament.e idént.icos a la plant.a madre, conduciendo 

asi a la const.it.ución de clones homogéneos, siempre que no 

sobrevengan ni mut.aciones, ni variación. CHart.mann 1Q98; Margara 

1Q88). 

Est..e t.ipo de propagación es posible debido a que cada una de 

las células de la plant.a cont.iene t.odos los genes necesarios para 

el crecimient.o y desarrollo. en la división célular Cmit.osis) que 

se ef'ect.l'Ja durant.e el crecimient.o y regeneración, los genes son 

replicados en las células hijas. en consecuencia 1 as 

caract.erist.icas de est.a nueva plant..a serAn las mismas de aquella 

de la cual se originó. CHar~mann 1Q99). 

3,4.a.1.- ESQUEJES 

El esqueje es un brole con dos o t..res paras de hojas bien 

formadas y el resto en desarrollo, capaz de emi~ir raices por su 

part..e in~erior. CHerreros 1979). Un buen esqueje debe t..ener dos 

nudos bien desarrollados y et.ro en formación. Al realizar el 

cort..e del esqueje se dejan en la planla madre un par de hojas para 

~avorecer la nueva formación de broles. CArango 1986). 

Para la obt..enci6n de esquejes se requiere del establecimient..o 

de la plant..a madre, en cuyo caso es necesario parlir de mal.erial 

cert..ificado, provenient.e de cullivo de merislemos o ~ralados con 

t.ermolerapia part..e que se encuent.ren libres de enfermedades 

7 



producidas por hongos, bact.erias y prineipalment.e por- virus. 

CArango 1986; Herreros 1979; Guerrero 1Q97). 

Para adelant.ar la emisión de ratees y disminuir el porcent.aje 

de esqujes muertos, se t.rat.a la base del esqueje con un product.o 

hormonal, est.e puede ser liquido o en polvo. Si el product.o no 

lleva f'ungucida debe mezclarse para prevenir pudriciones en el 

~allo. Después de t.rat.ada la base del esqueje se pone a enraizar. 

El enraizamiento debe hacerse en ur:ia inst.alaci6n que prot.ega del 

sol y del vi ent.o a los esquejes y la humedad ambi ent.al debe ser 

bast.ant.e elevada, pero estos pueden es~ar infectados por vi~us. 

CAquino 1997; Albert.os 1981). 
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3. 5. - CULTIVO IN VITRO 

3.5.1.- DEFINICION 

La Mlcropropa9aci6n o cult.ivo !.n. Yá..1!:.e.• ha def'inido como el 

cul l.i var en medios nut.ri t.i vos adecuados y en f'orma asépt.ica, 

á.pices de raiz y de t.allos, rrut.os inmaduros, órganos aislados, 

embriones maduros o inmaduros, segment.os de órganos de t.allo y 

hoja, y en algunas veces ovarios, óvulos, ant.eras y polen. Cst.reet. 

1Q77 citado por Navarro y Vera 1Q8Q). 

Pierik en 1QQO lo definió como el cult.ivo sobre un medio 

nut.rit.ivo en condiciones est.ériles,de plant.as semillas, 

embriones, órganos, explant.es, t.ejidos, células y prot.oplast.os de 

plant.as superiores. 

La micropropagación es una t.éc:nica c¡ue permi t.e la 

mult.iplicación rápida de células no dif'erenciadas de los veget.ales 

sobre un medio nut.rit.ivo y a~épt.ico, el cual permite desarrollar y 

dif'erenciar órganos plant.as completas. CVillalobos 1000; 

Bengochea y Dodds 1Q83 cit.ados por Arellanos 1995). 

3.5.2.- IMPORTANCIA DEL CULTIVO IN VITRO EN CLAVEL 

En las ~lt.imas decadas 60 - 80 el cult.ivo in vit.ro o 

micropropagación ha generado t.écnicas para resolver los problemas 

fit.osanit.arios. principal.nent.e de enfermedades vasculares 

t.ransmit.idas por virus. por los mét.odos t.radicionales de 

propagación. El clavel ha sido clonado !.D. vit.ro para producir 

plant.as libres de virus por medio del cult.ivo de morist.emos. 

C Besemer 1989) • 

En Holanda en donde la indust.ria ornament.al mediante la t.écnica 

de la micropropagacJ ón ha alcanzado su máximo desarrollo. en 

lo que respect.a a f'lores de cort.e. Cfigura No 1 ) 
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FJ:OURA No t 

nICROPROPAGACION DE FLORES DE CORTE EN 
B. PEllUIJO DE 19811-1991 EH IDlilllA 

mo 1m mz 1983 l!H m5 1986 mi ma 1m mo m1 
AiiOS 

En 1088 alcanzó a producir arriba de los 18 millones de plant.as 

clonadas !J:!. vil.ro. De est.as especies el clavel se encuent.ra ent.re 

las primeras diez de import.ancia, Ccuadro No l)CZimmerman 1001) 

La mieropropagación es una t.écnica sumament.e promisoria, aun 

para un pais como México. El desarrollo de ost.a nueva t.ecnologia 

ha dado grandes f'rut.os en los paises industrializados, ya que la 

producción en gran voluman de mal.erial libre de virus, de gran 

vigor y homegeneidad genét.ica, ha permit.ido no sólo increment.ar la 

product.ividad de numerosos cult.ivos hort.icolas, sino la calidad de 

muchas f'lores de ornat.o de gran valor est.ét.ico y comercial. 

C Hur t.ado y Mor i no l Q87) • 
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CUADRO No t FLORES DE CORTE QUE FUERON CLONADAS 

IN VITRO EN HOLANDA EN 1080 

Gerbera 

Ant.hurim 

Rosa 

Alst.rocmeria 

limonium 

Gent.iana 

Chrysant.hemun 

Ast.er 

Diant.hus Cplant.as madres) 

Gysophila 

FUENTE : ZIWWEllN'AN toot 

16, 341, 100 

509,300 

505,000 

313,000 

303,600 

145,650 

76,880 

18,372 

6,640 

4,400 

3. 5, 3. - ANTECEDENTES DEL CLAVEL IN VITRO 

Aun cuando es dif'icil det.erminar el origen del cult.ivo de 

tejidos, import.ant.es ant.ecedent.es se remont.an 1838 cuando 

Schawnn y Schleiden lanzaron la t.eoria de lA t.ot.ipot.encia, la cual 

est.abl ece que las células son aut.osur i ci ent.es y que en pr i nci pi o 

son capaces de regenerar una plant.a complet.a. Los primeros 

int.ent.os por Haberlandt. en 1002 que cultivo células aisladas de 

monocot.i l edóneas sin éxi t.o y no f'ue hast.a i 934 cuando Whi le 

cult.ivo ápices de raiz de t.omat.e con éxit.o.CPierik 1QQO; Navarro y 

Vera 1988; Villlalobos 1900). 

Los mét.odos de eult.ivo de t.ejidos y células para clavel han 

sido desarrollados reeient.ement.e en comparación con ot.ras plant.as. 

y han t.enido una acept.ación rápida por su import.ancia económica Y 
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ahora el material obtenido es usado con frecuencia por los 

cultivadores. Particularmente e-1 cultivo de meriste-mos, que es 

usado para obt.ener plantas libres de virus y para una rápida 

microporpagación. CMii et. al 1QBQ). 

Los trabajos ref'erent.es a la propagación !.n. ~ del clavel se 

pueden resumirse en el Ccuadro No. 2 ), 

3.5.4.- FASES DEL CULTIVO IN VITRO 

E:n la propagación de plant.as a t.ravez del cultivo !.!!. ill!:,Q, se 

han est.abl eci do una series de rases, cada una con un objet.i vo 

especifico y requerimient.os diferent.es. CMurashige 1Q74), 

Villegas Ccitado por Ochoa 1983) caract.eriza 4 !'aseso 3 !..!l 

vit.ro y una ex vit.ro, sin en1bargo Pierik 1gaoo Oebergh y Read 

1QQ1, establecen las 4 f'ases, pero incluyen la fase O en donde la 

plant.a madre o donadora de los explant.os, se encuentran en un 

preacondicionamiento. 

1. - FASE O O PREACONDICONAMIENTO 

La fase O se puede referir a lo que ocurre antes de que el 

cultivo !.!l.~ comience y los aspect.os a considerar son: 

a) Crecimiento de la planta madre bajo condiciones de cierta 

limpieza en invernaderos, teniendo un especial cuidado en la 

prevención de enfermedades y ataques por insectos, asi como de la 

t.emperat.ura y la húmedad. CPierik 19Q0). 

b) Cambios fisiológicos asociados a la plant.a madre, en el 

estado O incluye también algunas manipulaciones. de tal ma.nera que 

las plantas madres o donadoras de los explantos t.engan mejores 

condiciones para el desarrollo !.n. ~. una de ellas es la 

luminosidad y el pr9t.rat..atniento con reguladores de crecimient.o. 

CDebergh y Read 1991), 
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CUADRO NO Z IHYESTIOA.ClOHES llEA.L12:AOAS EW CLA.YEL JN VlTAO 

AFIO AUTOR EVENTO 

1957 Quak, Eliminación de virus 

1962 Baker y Phillips, Eliminación de virus 

1963 st.one 
2,9 

Eliminación de virus: 

1964 Van Os, El i mi naci on de Vif'US 

1005 Phillips y Mat.he..S Eliminación de virus 
2,a 

1005 Zenkt.eler, Fert.ilización de ovulos 

1005 Alpi, Eliminación de Vif"US 

1006 Hol l i ngs ,,
2 

Eliminación de virus 

1007 Ha.cket..t. y Anderson Multiplieaeion clonal 
.. ' ' 2 

1009 St.one ... Elirn.inación de virus 

100Q Maia et. al . Eliminación de virus 

1970 Kakehi . Cul~ivo de callos 

1972 Debe,gh, Cul~ivo de callos 

1972 Engvild, Cul~ivo de callos 

1Q74 Kowalska Eliminación de virus •.. 
1974 Ta.keda, Mul~iplicacion clona! 

1974 Pet.ru y Landa, Mult.iplicacion clonal 
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CONTINUACION DEL CUADRO No 2 
.. 

1975 Earle y Langhans Mul t..i plicacion clonal 

1977 Jelaska y Sut..ina Elimil"lacion de virus 

1977 Davis et. al Mul t.iplicacion clonal 

1977 Shadbé y Murashige Mult..iplicacion clonal 

Mult..iplicacion clonal 1977 Roest. 

' 
1970: Takeda, M'ul t..i pl i caci on clona! 

1979 Hempel Mul t.iplicacion clona! 

1Q7Q Dabski et. al Mul t.i pl i caci on clona! 

1979 Villalobos Eliminacion de virus 

1981 Roest. y Bokelman Mult.iplicacion clona! 

1981 Vi 11 al obost Plant.as haploides-anleras 

1982 Mii y Chen, Cult.ivo de callos 

1985 Navarro Eliminación de virus 

1989 Kim et. al Mult.iplicacion clonal 

1990 Radoja-vic Mul t.i pl i caci on el onal 

1990 Ioannov Mult.iplicacion clonal 

FUEHTE t=NII ET AL 1PP0 0 2=HURTAD0 Y MERINO tP8? 0 9=NAROARA lP88 
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2. - FASE 1 6 ESTABLECrMIENTO ASEPTrCO 

La f'inalidad· de esla !'ase· eS·. evit.ar J.a' cont.aminaci6n del 

mat.erial veget.al, por lo-·· cual. se debe realizarse. una adeé::uada -· . . . 
···' ·- :·· . ' .. . .-

est.erilizac~ón,_,-Y," 119var ·a:.··cabo ·un ··creCimient.o Y desarrollo·· del. 
:::· .. -.- -_,.,. 

explan~e. Pa~: _!~ci _·ciu,~ -~·~:~:~~~~~-- ~?~~id~rar los sigui9nt.Os a~PeC?t.os : 

·;. .... '.'.i';) ::'::: ESTERrLIZAcroN 

Extst.en :,_, ,.-~:~~~s'-· ~·-r·:i-~iecéión ·.de la plant.a, 

·int.erior_·, .· .;.._~-\~~:~¡~~\.~:~~~-: ~i.Jl t.i vo insuf"icient.ement.e 

su exterior o su 

esterilizado, el 

a1r~··y' ,¡~·,-~6~a::-·d_~-~~r_Sza d~l operador. CPierik 1QQO:>. 

·Paf.a la --~~~~~~;~:;-~ción del mat.erial veget.al se deben seguir los 

siguientes· pa~os, 8st.o est.á en !'unción del mat.erial vegetal. tipo 1 

edad y·del interés del investigador.CPiarik 1 1990: Kyt.e 1Q97). 

1) Eliminar el suelo y porciones muertas de la planta. 

2) Lavado de la planta con agua corrient.e y con algún 

detergent.e comercial por varios minutos. 

3) Sumergir en una solución de alcohol, que generalmente es al 

70% con la f'inalidad de eliminar las burbujas de aire y 

disolver la capa epicut.icular del explanto. 

4) sumergir en una solución de hipiclorit.o de sodio 6 calcio. 

con agua destilada. los agentes desinrectant.es son 

eliminados por medio de varios lavados con agua dest.ilada 

ester i 1 izada. 

La elección del t.iempo de est.erilización y la concent.ración de 

las soluciones eslarA en función de cada caso. La ereclividad de 

los agentes desinfectantes puede ser mejorada con adicionando una 

gola de detergente biológico Ct.ween 20 1 801 ele.). esto ayuda a 

romper la tensión superficial y permite que el agente elimine los 

microorganismos. CPierik 1990; Kyle 1997; Merino 1087). 
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Vil lalobos (1979) Desinrect.o su material vegetal de clavel 

preparando un soiución :e-Cm· ai"coh;:,1- al 7,~ "' _donde se sumergieron 
' '-·· _,.·.:· .-.. ... 

por 2: mi".'·, inmediat.á.ment& .desPUés ·.~se -;P~_sa_r:_~n. a. una solución de 

hipóclorito ··de·:.:~-~i~·i;6 --::i!.'. ~~_.'.'-:.•':'..~:::·.···Ef:·/e'Sta. -·s-UsPensi6n los ápices 

perm~néc~_~ro~·-~_19:: .. ~.~.'.{~ i :~¡~ d:~~~·-::~~~ · ·~~t-a:..·Í ;f',ÚeroÍl enjuagados 3 veces 

con agua -·~~t.~~ i ~J;~.~~:~¡\·~-~ .. ;I¡~;;: ... ~(~~-\i·t~:'",- <~~'..'~:·'.:t;·.·.· ~ 
Pennazio. ·c1s7s:>·-:_:0.Sola.~i:\t&<10s_· desinf'.ecto con hipoclorito de 

sodio al ··1 . Y. durante varios minutos, posteriormente quedaron 

listos para ser "t.ransf'eridos a medio liquido, 

Shabdé y Murashige C1Q77) utilizarón una solución de O. 5 Y. de 

hipoclorito de sodio a~adiendo dos gotas de tween 20, después de 5 

min en la solución desinf'ect.ante, f'ueron enjuagados 3 veces en 

agua destilada esterilizada. 

Earle y Langhans (1975) mencionan que sus plantas donadoras y 

explantos provenian de invernaderos, por lo cual no necesitaron 

esterilizar su material espectalmente los ápices para clonarlos !.D. 

Roest y Bokelmann C1Q81) de$infect.aron su ma.t.erial ulilizando 

una solución de hipoclorit.o de sodio al 5 "' durante 20 min. 

post..eriormente enjuagaron en 3 t..iempos durante 30 a 45 min, con 

agua dest..ilada esterilizada. 

Navarro (1985) desin~ect6 el material siguiendo una combinación 

de los propuestos por Shabdé y Murashige C1Q77) y Villa.lobos 

C1Q7Q), Pero lo mantuvó en una solución ant..ioxidante de ácido 

ascórbico (100 mg/l) y ácido cit..rico (150 mg/l), hasta el momento 

de la siembra. 
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Kyt.e C1Q87) lavó el material vegetal de clavel con detergent.e y 

agua corriente y posleriorment.e se realiza una mezcla de 1/10 de 

blanqueador con 0.1 % de 'Lween 20 por 6 min. y enjuagó a veces 

con agua destilada eSt.erilizada por 3 min. 

3.3.2.2.- SELECCION DEL INOCULO 

Se denomina inóculo o explanlo a la pequel"ía pórcion de t.ejido 

de la plant.a ut.ilizada para iniciar el cult.ivo .!.!!. ~· CHart.mann 

1Q99). 

Para seleccionar el explanto adecuado se deben t.omar en cuenta 

los siguientes aspectos: 

a) Edad de la planta. - Cont'orme una planta envejece, su 

capacidad regenerat.iva disminuye por lo que se deben utilizar 

plantas jóvenes. 

b) Edad del órgano o tejido. - los t.ejidos jóvenes son más 

apropiados para el cultivo !.!:!. vit.ro, que los lignificados. 

c) Estado fisiológico.- Los tejidos o f'ragmentos de plantas es 

estado veget.at.ivo regeneran !.n. ~ con mayor f'acilidad que los 

provenientes de plant.as en estado reproductivo. 

d) Estado fi t.osani t.ario. - las plant.as provenient.es de 

invernadero tienen menor problemas ritosanitarios que las 

cultivadas en campo. 

e) Tamai'S'o del explant.o. - Cada fracción aislada de una planta 

tiene su propia porción de reservas y hormonas, y es obvio que 

cuanto mayor sea el !'ragmento vegetal mAs f'á.ci l es inducir el 

crecimiento y regeneración. CPierik 1990: Debergh y Read 1991; 

Navarro 1987). 
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Oif'erent.es resul lados se han obt.eni do del c ul t.i vo de 

merist.emos del~ clavel depediendo de la época de colect.a. del 

genot.ipo y de la' t.é.énica usada en el crecimient.o del mat.erial 

inicial. CCua_dro No 3) 

Sobre el primer f'act.or se realizó un est.udio sobra 6, 000 

merist.emos que f'ueron colectados en dif'erent.es épocas del aNo 

e· St.one (1963), Hollings y St.one C1Qf58) ). Los mejores result.ados 

f'ueron obt.enidos en marzo-abril y el porcent.aje de plant.as 

enraizadas obt.enidas decreció hast.a julio-agost.o. alcanzando ot.ro 

rnAximo en sept.imbre-oct.ubre, y decreció otra vez en diciembre, 

cuando los result.ados f'ueron no sat.isfact.orios. Est.as dif'erencias 

no est.án correlacionadas con la época de colect..a en relación con 

la !'!oración o con el f'ot.oper1odo Cplant.as que crecieron bajo luz 

art.if'icial cont.inua) y f'ueron at.ribuidos ha rit.mos biológicos 

int.rinsicos de la plant.a madre. Un similar experiment.o re~lizado 

por Jeowalska C1Q74) t.uvo mejores result.ados en Junio y olra vez 

result.ados no sat.isf'act.orios en diciembre y f'ebrero. marzo, 

abril y mayo fueron los mejores y diciembre result.ados 

satisf'act.orios.C Izvorska y Jeacharmov (1977) ), En general se 

puede recalcar que la época de recolección de mat.erial y el 

crecimiento del mismo, no depende el porcent..aje de merist.emos 

obt.enidos. CMii et. al 1990). 

Por lo qua respect.a a las dif'erent.es de variedades da clavel 

usadas en la regeneración de merist.emos existen pocos estudios 

especif'icos entre lo que se encuent..ran los de Van Os C1954) y Van 

Hoof' C1971), que concluyeron que no oxi st.en di f'erenci as 

signif'icat.ivas ent.re las variedades usadas. Maia et. al C1Q59) 

recalco la presencia de dif'erent.es requerimient.os nut.ricionales 
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ent.re los claveles de t.ipo Medit.erraneo y del Sim. Izorvaska y 

Kacharmazov (1Q77) obt.uvieron result.ados más est.ables con la 

variedadCrowley que con ·william y Whit.e ·Sim. 

3.- FASE 2 O MULTPLICACION DEL PROPAGULO 

En esta Case se busca una rápido desarrollo. por medio de la 

inducción de brotes advent.icios o brot.es axilares. lo que son 

est.imulados con alt.as concent.raciones de citocininas. en menor 

presencia de concP.nt.ración de auxinas. buscando el nivel hormonal 

más apropiado en cada caso. COchoa 1Q83¡ Debergh y Read 1QQ1). 

Consist.e además de una serie de subcultivos repicados 

periódicos que permit.en una rápida multiplicación de los 

propágulos, opt.imizando la concent.ración del nivel hormonal, 

debido a que de esta depende la f"ormación de brot.es. CMurashige 

1974; Debergh y Read 1QQ1). (Cuadro No 4) . 

. Un objet.ivo más en est.a ,rase es conseguir la propagación sin 

perder la est.abilidad genét.ica, por lo cual se recomienda no 

excederse de cinco subcult.ivos, ya que el vigor de la plant.a y la 

calidad de la misma puede decrecer. (Navarro 1997). 
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CUAPAO No a PE DIFERENTES TIPO PE INOCULOS o EXPLANTOS 

V SU Jl.r.SPUESTA DE CRECIMIENTO 

INOCULO 

Merist.emo 
Punt.as 

Terminales 

Nudos de 
t.allos 

Ent.renudos 

Hipocot.ilo 

Hoja 

Pet.alo 

Antera 

Mesofilo 
Prot.opl ast.o 
Ovulo 

RESPUESf A DE CRECIMIENTO 

Plant.as 
Plantas 

Muliplicación de 
brot.es y 
plant.as 

Callos 

Mul t.i pl i caci ón de 
brot.es y plant.as 
Células en suspensi on 
y Callos 

Mul t.iplicación de 
brot.es y plant.as 
Mul t.i pl i cae! 6n de 
brot.es y pl ant.as 
Mul l.i pl i cae! 6n de 
brot..es y plant.as 
Mul t..i plica.el 6n de 
brot.es y plant.as 

Callos 

Fert.illzaci6n en 
t.ubo y pl ant.as 

FUENTE : MU ET AL f.PPO 
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CUADRO No • DE PROLIFERACION CON LAS CANTIDADES* TIPO 

DE Rl:OULADORES, V TIPO DE EXPLANTO UTILIZADO 

Apices t.erminales 

Hacket.t. y Anderson 1967 0.1 mg..-11. ANA 0.3 mg..-11. KIN 

Earle y Langhans 1975 0.1 mg/lt. ANA 0.5 mg..-11. KIN 

Davis et.. al. 1977 1.0 mg/lt. ANA 10 mg..-11. KIN 

Shabd~ y Murashige Ul77 0.3 mg..-11. AIA 1.0 mg..-11. KIN 

Jelaska y SUt.ina 1977 º·ºª mg..-lt. ANA a. o mg..-lt. KIN 

Hempel 1979 0.1 mg/lt. ANA 1. o mg..-11. BA 

Navarr-o 1985 o. 3 mg..-11. AIA 1.0 mg..-lt. KIN 

Ioannov 1990 º·ºª mg..-11. ANA a. O mg..-1 t. KIN 

Nudos de t.allo 

Roest. y Bokelman 1981 0.1 mg..-11. AIA 1.0 mg..-11. BA 

Kim y Kang 198Q 0.1 mg..-11. ANA 1. o mg/lt. BA 

Hipocot.ilo 

Pet.ru y Landa 1974 4.0 mg..-11. AIA 3. O mg-'l t. KI N 

Hoja 

Talceda 1Q78 1. O mg..-1 t. ANA 1. O mg..-lt. BA 

Pet.alo 

Kalcehi 1978 1. o mg..-11. ANA 1.0 mg..-11. BA 

Gimelli et.. al. 1983 1. o mg..-11. ANA l. o mg..-11. BA 

Antera 

Villalobos 1991 1. O mg..-lt. AIA 1.0 mg..-lt. KIN 
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3. 3. 4. - FASE 3 O ENRAIZAMIENTO 

En esta fase se involuera.la.inducción·y dif'ereciación de raiz, 

as! la 

convéf.sión. d1/:: ~;.;- .... '. ~S¿~.d~:: .. het.erót.J.:~f'{co . a un aut.ot.róf'ico al 
.• 1 .:.·~.. • - • . • . '. 

de~arrollar-.)~ •'s~.~ .. ;·:-~~~-~~-~-~· ..... ~ón-r.t"r'.~~nd~i·e·' -además - una det.er-minada 

t.oler-ancia-·a),~:~:~ensi_ón ~~- hume~ad. ccrUz 1Q83), 
:- :-- . 

Tambien incluye la preparación de los vá.st.agos y plant.as que 

se obtienen en la rase de prolif'eración, es decir la iniciación do 

la efongación da! vá.st.ago e indución a la f'ormación de raices, ya 

sea !Jl vit.ro o post.eriorment.e in vivo. CNavarro 1997). 

Los factores que af'ect.an el enraizamiento son: 

a) Especie. - Existen dif'erent.es respuestas al enraizamiento de 

las plant.as !.n. Y.LJd:.2. depediendo de la especie y aún de la 

variedad.COchoa 1Q83), 

b:> Coract.ores de enraizamiento. - So utilizan compuestos 

:f'enóli cos durante esta etapa. CWelander y Hut.rieser 1QQ1 cit.ados 

por Ochoa 1 Q83). sin embargo, ot.ros aut.ores encont.raron que no 

tienen vent.ajas y que son inhibi t.orios. CZimmermann y Brome 1991 

citados por Ochoa 1983). 

e) Carbón act.ivado. - La adición al medio de est.e produce 

e!'ect.os :ravorables en la :rase de enraizamient.o. ya que increment.a 

la longit.ud de raiz, asi como el porcent.aje y velocidad de 

enraizami ent..o, COchoa 1 BQ3). 

d) Concent.ración de reguladores de crecimient.o.- El crecimiento 

y desarrollo de las plant.as es ejercido, part.icularment.e por lA 

concent..ración l"'&lat.i vament.e al t.a de au><i nas con respect.o a las 

cit.ocininas, para promover la inducción de la raiz.CPierik 1990; 

J:>e.bergh y Read 1QQ1). 
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Para s~ enraizamien~o.el ,clavel !.n vit.ro., se han_ empléado el 

medio de ··M?r:el siri: ~~·egúl8.dores··';··-de.::cr~cimÍent.o con. una )?aja 
-.' .. ' 

concent.r~~ió~':::d~ ,~NA:.:O~ ·4_,~ mg"'_Ú._;: ''C ~~~~·U_ . .":~<~-~n~~-~-; · ··. i a .-k i net."1 na" .- no 

::~::~It~i~1~~]f ,~~~f~~::·:~ 
al 60 · % d9-'.sU ~coriC:ei\t..r:'á.ci-Óñ·,de:-_-s3.reS~ miner:aleS~,,_. sin ·:rleguladOres· de· 

:· ·· .' :· -_ -,.: . :~~-~' ... ~.,·-_"·~'"'",}~~S:i:~:,_:~~-~~'_;5;,:~.~,'.;,'·.f,~~--..-<<~-~-i~,·-: . .. ', 
creci mi ent:o; .. ~ ~~.::·--~~~ ·-:i a~. ;~~;~~-~~-t.r_~_~.~-~~~-~-'. Erf.idóg.;;~a~ :~,.-d~ :: . r~gU1 adC;reS · 

del ~-~a'~~i'· :~-~~~'.~:-~~~~ff~io~~t~·~~/~:~~~~?;:~iri~Ü~·¡~ .. , a ~:··¡~ __ _.,~:r:~:~:16~ ~~: 
-raiz.C·~~~~-~~~¿'.~ ~Yt~ri;~~~,~~~;; ;~·~~~~;;'.- :Kyte fQe7; -· Nav~rro -1987).El 

e~r a¡·z~mi ~~;~~'.:;{'. ~n ...... Jj.:~.:·i~¡:¿/;\~i ~·\· ~ e~ui adOr es de. er eci mi en t.O oeur re 
-:·,-;.--< 

~suai ~~~t..~'::~::l_i'~{\iO;;:~.~~~~lS.~a~-;- ( E~r 1 e ··y· La~ghans 1979), 

I~ve,;t~~fü'.'[Jf~fr~ry'~~¿rl;, y Langhans 1975, y Davis eL. al 
1977_) no:: ut.ilizan'-·'est.a _.,-f-8.se ,p~est.o que loS· broleS-.: d°é· a cm· de 

lonQi Lu~ f,~.;~b~ '. i:.tir:~~~:;~()S ·in vi vo, como esqu.;J es t; a~i Ú ~na les 
bi.oques_.·_?e·.'~~S~fa~·C:';>~~'~;ét.icos d8óominado5: 1?8118t.~."y _en eá.maras ·de 

s:ebu~·iz~~·~ó_;:·'-~~r~;;~~~ ~-ª~·'·:la .desecaci~n ~"'..-~º-~ brotes. 

,, 6 ACLIMATr:zA<:!ó.i 
ha: ori1~Úi-.ad~~ .. -.·i~, ·,-~¡-~·~·~, dif.iere en varios 

asp~ct:os_,,'_d~ ·~as:_ .~ue. :.se o~ i gi nan .. ·.ir( .Vi~~. 
a) 'L.a.s·· 

0plan.~as ·cuiti~adaS ·tn"'. :V~:trO·~- :t.ienen escasament.e 

desarroliada la· cul1cula debido ~:-:·la:-··alt.a ',hüfnedad r€ilat.iva, en 

consecuencia·, c11ando -SE" t.ransfi0r.e ·a' sÜelo - se produce una 

t.ranspiraci6n é:uticu\i\r extra ya que la húmedad del aire es; má.s 

baja. 
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b) Las hojas de una plant..a prod'-!cida .!..n vil.ro son blandas y 

fot.osint..ét..icament.e poc;:o act.iv8.s, y·. por .:1·~ .. l.ant.o mal adapt.adas a 

las condicio~es 'que.·p·~e~en. e·ncont..rar·.·in ~vivo. 

e) Las .h¡;J~~~. p~~s~~·L¡;_~ :;(~;~'.>~:li··'~i~~~'- ·.~~·:.,·;.,·~~~ii.~a~~ con 

espaci~s i.Ót.e~~~1.~i«~~-~·~.:-~.~~·j'~·; .·.·; rr~;~enci·::i.~~·/.de ·· est.omas 

grandes 

y poco 

oper:at.i vos~ ~~-:-}~~··~-U~·:·:~. ~~:·:~p~~'.~~:as~.:'. ~?-~'~ :~-~::_.·~,e~~i bl.es a la pérdida 

de agua. 

d) Las raices originadas !..n. Y!.!J:.9, son vulnerables y 

funcionan bien. por lo que mueren rápidament.e y deben ser 

sust.it.uidas por nuevas raices subt..erraneas. CRosell y Villalobos 

Un aspect.o import.ant.e para la í'ase 4 es el sust.rat.o, el 

cualdebe est.ar est.erilizado y present.ar caraet.erist.icas de 

porosidad. buen drenaje. aireación y un pH adecuado. En algunos 

casos se adicionan nut.rient.es al sust.rat.o para increment.ar la 

sobrevivencia de las plant.as.CNavarro 1987). 

Para mant.ener la húmedad relat.iva se han ut.ilizado bolsas de 

poliet.ilieno, asi como vasos de precipit..ado que cubren de manera 

individual a una plant.a, est.6s últ.imos se ut.ilizan a menor escala 

y en ensayOs de laborat.orio. En los últ.imos afios los sist.emas de 

neblina 6 nebulización se han generalizado para la aclimat.ización 

de plant..as !.D. ~. mant.eniendo una húmedad relat.iva alt.a e 

increment.ando la húmedad del suelo y por lo consiguient.e elevando 

el nivel de sobrevivencia de las plant.as !n vi~ro. CPierik 1QQO; 

Debergh y Read 1991). 

Hurt.ado 1987 est..ableció la met.odologia para aclimat.ar 

plánt.ulas de clavel, la cual consist.e ensacar los de los t.ubos, 

lavar raices y sumergirlas post.eriormenl.e en una solución de 
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Promyl al 26 Y., y colocarlas posleriorment.e en vasos de unicel, 

que contienen sust.ralo previamente esterilizado, Las plAnlulas se 

siembran en los vasos, aKadiendo suslralo hasla cubrir t.ot.almenle 

sus raices y una vez sembradas se les da un ligero riego con sales 

inorgánicas de Murashige y Skoog al 50 Y. y se les coloca una bolsa 

de poliet.ileno lransparent.e. 

Los vasos con las plá.nt..ulas son colocados en el cuart.o de 

incubación durant.e lres semanas. haciendo un orificio pequef't'o 

el extremo superior de la bolsa a la semana de haberse realizado 

el lransplanle y uno má.s en el ot.ro ext.retno a la segunda semana, 

con la ~inalidad de ir disnúnuyendo la húmedad relat..iva dent..ro de 

la bolsa. 

A las lres semanas los vasos se t.ransf'ieren al invernadero, 

colocAndose sobre bancales y se les proporcionan un sombreado 

coiocando mallas encima de )as mesas del invernadero, las cuales 

se irán quitando hast..a que la plant.a se adapt.e a luz solar 

directa. 
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3.6.- MEDIO DE CULTIVO 

El éxit.o ·del cultivo de plantas depende del uso del medio 

nut.ri t.1 vo adecuado. y de la composición qui mica del mismo y de 

ot.ros t'act.ol"es como: tejidos viables, incubación y calidad de 

react.ivos. (Merino 1997; Lopez 1QQ0) 

El medio de cult.ivo es una solución acuosa que est.á f'ormada por 

t.ras el ases de sust.anci as: compuest..os 1 norgáni cos. compuast.os 

orgánicos, complejos naturales y materiales inertes de soporte. 

3.6.1.- SALES MINERALES 

Las sales minerales di vi den en dos grandes grupos 

macroelement.os y mieroelement.os. 

3.6.1.1.- MACROELEMENTOS 

L.os t.ejJ. dos requieren de una t'uent.e cont.i nua de compuest.os 

orgánicos. Ademá.s de carbono, hidrógeno y oxigeno; son sustancias 

que se agragan al medio en cant.idades en gr, y son N, P, K, Ca, S, 

y Hg. 

NTROGfNO 

!nf'luya en al indice de crecimient.o de la plant.a, elemento 

esencial en la composic6n molecular de la clororila, alcaloides, 

Acidos nucleicos y amino.leidos. Las ruentes de N para el medio de 

cult.ivo son compuestos de amonio y nit.rat.os. CK'yt.e 1"97;Lopez 

1QOO). 

F09fllli0 

Su principal utilidad es como activador de enzimas; las ruantes 

de f"osf"oro ui t.l izadas; tn. ill1:g son el rosrato de sodio y de 

potasio.CKyt.e 1Q87.Lopez 1gQO) 
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POTASIO 

Influye en la división éelular··,·.' eri. la sint.esis. de carbohidrat.os 

Y prot.einas y .sus fue~t.e"~·:··~·~~·:;:~l<_:~~j.'o cult.¡:.Jo ~o~.el ~it.rat..o de 
- ,' .. '·'- ,.-.•, •,,. ' 

pot..asio y fosf"at.o de pot.~Sio •. ;CK'yt.~'.::i.Qa"i~J:.pe~Z" 
:· -.... -("~ .. -::_:::::)·· :\~(·.:;_ ~":C -:, -, -; ... _, . 

CALCIO . , : º~·":'- -·.\~'Jh ·;;(\.; .· 

Es part.e int..egral d·;.,. 'i"~·: ~~~~-~~>~ -~'el~~í'~~ .'d~·: ia plant.a' y ·juega un 

papel en la permeabilida~·:,·~~ '.:--~-~~--~·:·:_; ;·ac:Í¡¡·t.a·. ~i-_. -~vimient.~ de los 

carbohidrat.os y amin~á.ci~O~·.:·_·-~-~~era¡~~~·~'· inclui~do como cloruro 

de calcio y nit.rat.o de calcio.CKyt.e 1987;Lopez 1QQO). 

MAGNESIO 

Elemento cent.ral de la molecula de la clorofila, es import.ant.e 

como act.ivador de enzimas y se sunú.nistra como sulrato de ma~nesio. 

AZUFRE 

Presente en algunas proteinas, promueve el desarrollo de raices 

y de :follaje verde, se suminist..ra en !'orma de sulfatos. CKyt.e 

1987; Lopez 1990). 

3.6.1.2.- MJ:CROLEMENTOS 

Para una adecuada actividad metábolica, las células requiel"en 

de microelementos, como el Fe, Cl, I, Mn, Zn, Bo, Cu, Co, y Mo, 

siendo los ólLimos cinco elemenLos fundamentales para la sintasis 

de la clol"ofila y en la función de los clol"oplastos, y se agl"egan 

al medio de cult.ivo en cantidades peque~as Cmg). 

FIERRO 

Part..icipa en la sintesis de la clorofila, en la conversión de 

enél"gia en la fot.osint.esis y la respiración, es incluido como 

sulfato fel"roso y es mezclado con la sal EDTA, que lo libera poco 

a poco siendo 8.si mlls asimilable poi" la plant.a. CKyt.e 1997;Lopez 

1990). 
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MANGANESO 

Es necesario para el mant.enimienlo da··1a ult.raest.ruct.ura y el 

proceso fot.osint.ét.ico. Ademá.s e~;,,,n.;ial en la membrana del 

eloroplaslo y es ut.ilizado comO,sul~~t.o de manganeso. 

ZINC 

Element.o vit.al -."en-- V~~-i¡~; ériziina.s. iÍ'lvolucrado en la t"ormación 
"~: -

de la cloro:tila, asi ·,e~~ :e_n 1a _ sir:at.esis del ácido_ indol.acét.ico. 

sumist.rado como.:suí'f'~t.::, º-á~'-~~~c. CKyt.e 1987;Lopaz 1Q90). 

BORO 

Necesario para el mant.enimient.o de la act.ividad merist.emá.t.ica, 

es adicionado como ácido borico.CKyt.e 1Q87;Lopez 1QQO). 

COBRE 

Es necesario en la conversión de enérgia como alt.ernant.e de los 

eslados cuproso y cupricó e incluido como sult"at.o de cobre. 

COBALTO 

Elemento de la molecula de la vil.amina e,
2 

que es esencial para 

la fijación de N, suministrado como cloruro de cobalto. 

MOUBOENO 

Participa en la conversión del N en amoniaco y en la f'ijación 

del N. suministrado como molibdanato de sodio. 

CLORO 

Esencial para estimular la folosintesis. esla incluido en 

grandes cantidades como cloruro de calcio.CKyt.e 1987;Lopez 1QQO). 

YODO 

AdJ.cionado como yoduro de pot..asio, no es considerado como 

esencial, aunque es componente de algunos aminoácidos. CKyt.e 1987; 

Lopez 1 QQO) . 
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3.6.a.- VITAMINAS 

Son .. necesarias para llEtvar a cab~. una serie d• reacciones 

cat.Alit.icas · en el met.abolismo ·Y son r~queridas en pequef'ías 

cantidades~- las- vit.a~¡~na~:;:~~mlni:~~r~~~~ !.n. ~ pert.enecen al 

grupo B y .·Soii.: ·;'. ,, / ","' ,._' : ,,.. ... ' 

Ti-~mina; ·- -¡~d~·:· ~-'-i';i:· ~-;~·p¡~,~~ión en el ciclo de krebs. 
"'". ' ~·.,,·:e_: 7:~;;; -. ' .. 

Acido nicot.in!Cci. ·-: ~-~~n~t.it.uyent.e de coenzimas en las reacciones 

l um.i noSas, 

Piridoxina.--Sirve Corrio coanzima en las vias met.abolicas. 

Acido pant.ot.enico.-Coenzima en el met.abolismo de las grasas. 

Acido f'6lico. - Su f'unción como vitamina B demuest.ra su act.ividad z 

como coenzima. 

Inosit.ol.- No es del complejo B, sino un azúcar-alcohol, est.imula 

la morf'ogénesis, part.icipa en la via biosint.élica del ácido 

ga~acturónico.CKyt.e 1Q87• Lopez 1QQO). 

3.5.3.- AMINOACIDOS 

Los aminoácidos no son esenciales para el cultivo de tejidos, 

pero proporcionan una fuente inmediata de N y su asimilación puede 

ser mAs rápida que el nitrógeno inorgánico proporcionado al medio. 

A continuación se indican las funciones de los aminoácidos !!l. 

~ la glutamina y la aspargina son t.ransportadoras de nitrógeno 

la arginina estimula la raiz; la serina empleada en el cultivo de 

microesporas y la cist.eina es agen~e reduelor.CLopez 1gg()). 

3.6.4.- AZUCAR 

Los tejidos en cultivo !..n. ~. son helerotróficos con 

respecto al carbono. debido a su baja eficiencia en la actividad 

fotosinlélica por lo que resulta indispensable afladir glúcidos: al 

medio de cullivo.CMargara 1988). 
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Las pl ant.as que crecen . !.n vi t.ro no pueden si nt.et.i zar sus 

propios carbohidrat.os, por eso requieren de una alt.a concentración 

de azllcar • que puede ser de 20-46 gr /l t. dependí endo de 1 as 

f'órmulas de los medios de. cult.ivo. CKyle 1.g97). 

3. 6. 5. - AGUA 

El agua es uno de los component.es quimicos más import.ant.es, ya 

que const.it.uye el 95 ~del medio nut.rit.ivo. CPierik 19QO). 

El agua ut.ilizada para la elaboración de medio debe ser 

dest.ilada, bidest.ilada o desmineralizada y su almacenamient.o debe 

ser por poco t.iempo, debido a que puede disolverse sust.ancias 

quimicas de los recipient.es. CLopez 1990). 

3.5.6.- AGENTES GELIFICANTES 

Comónment.e se ha empleado el agar como agent.e gelif'icant.e para 

la preparación de medios sólidos o sem.is6lidos. El agar es una 

mezcla de polisacáridos derivados de ext..ract.os de varias algas 

rojas. 

Sus vent.ajas son : 

a) Con agua el agar :forma geles que se derri t.en a 100°C y se 

solidi.fican a 46°C, siendo estable en t.odas las t.emperat.uras de 

incubación. 

b) No es alterado por las enzimas vegetales. 

e) No reacciona con los const.it.uyent.es del medio. 

d) No int.erf'iere con la movilización de los const.i t.uyent.es del 

medio. CLopez 1990). 

Por lo general se utiliza 6 gr/lt.. pero la solidez varia con la 

:f"órmula del medio usado, la f'uent.e y el origen del agar. CKyt..e 

1987). 
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Se han empleado ot.ros ·compuest.os para sust.i t.uir el agar, sin 

embargo pocos han tenido éxilo. El gelrit.e es que más popularidad 

t.iene; este se ut.iliza a la mit..ad de la concent..ración del agar; 

los geles del gelrit..e son más caros y t.an\bien cuajan más rápido 

que el agar, se utiliza 2 gr/ll. CPierik 1090; Lopez 1990). 

3.6.7.- CONSfITUYENTES NO DEFINIDOS EN LOS 

MEDIOS DE CULTIVO 

Exist.en dos f"uent.es de est.os const.ituyent.es no def'inidos de 

origen veget..al como el agua de coco, machacados de t.omat..e, uva~ 

piNa, savia de abedul y pure de plátano ent.re otros. Estas pueden 

ser evit.adas, debido a que composición es muy variable. ya que 

exisle direrencias ent.re la edad de los frut..os e incluso en ~rulos 

misma edad. 

Las f'uiemt.es de nit..rógeno orgánico son ot.ra f"uent.e. y son la 

ca~e1na hidroli:zada, peptona, t.ript.ona. extract.o de malt.a y el 

axt.ract..o de levadura como fuent.e de vit.amin& B. CPierik 1QQ0). 

3.6.B.- REGULADORES DEL CRECIMIENTO 

En el cult..1vo in Yil.!:.9.• los reguladores es:pecialment.e las 

auxinas y eit..ocininas, son importanLes, y se puede decir que sin 

reguladores el culLivo !.D. Y!.!:.!:.Q. es imposible.(Pierik 1990), 

L.a e~pansión act..ual de la invest.1gaci6n sobre la organogénesis 

y las aplicaciones a la mult.iplicacíón veget.at.iva U!. vit..ro est.A 

ligada a l~s auxinas y cit.ocininas. mientras que la importancia de 

las giberelinas parece t.ener poco efect.o en el cult.ivo U!. vit.ro. 

(Margara 1Q98). 
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3.6.S.1.- AUXINAS 

Las auxi nas promueven 1 a el ongaei 61'\ celular y la. expansión de 

los tejidos, división celular (formación de callos) y ~ormación de 

ra!ces advent.icias, inhiben la f'ormación de vAst.agos axilares y 

adventicios y trecuen~ement.e inhiben la embriog~nesis en cul~ivos 

en suspensión. CKyt.e 1987; Pierik 1QQO), 

Las auxi nas son comónment.e usadas en el medio de cul t..i vo 

combinadas con cilocininas durant.e la fase de mult.iplicación y sin 

cit.oeininas en la Case de enraizamient.o. CKyle 1Q87). 

La. baja concent.ración de auxi nas inducen a la :!'ormación de 

raíces advent..icias, mient.ras que con altas concentraciones inducen 

a la Cormación de callo. CLopez 1QQQ), 

Las aux.J.nas qua más f'recuent..ement.e se ut.ilizan en la 

elaboración del medio son: " Acido Indolacético CA!A) 

M Acido Indolbut..1rico CAIB) 

t4 Acido Nart.a.lenacét.ico CANA) 

M Acido 2,4 Dicloí"enox!acét.ico CG,4-o:> 

El AIA y el AIB son auxinas relat.ivament.e débiles. el primero 

se produce de ~arma nat.ural en las plant.as. mientras que las démas 

auxinas son sint.át.icas y son relet.ivament.e más ost.ables y activas. 

Sl ANA as una auxina fuerte y el 2,4-D es muy ruer-l.e. C:Margara 

1887; Pierik 1QQO). 

Las propiedades de los distintos compues:t.os son bien 

áif'erent.es, el AIA se ut.ili2a en invest.igaciones de t..ipo 

tisiol6gico, ya que es una sust..ancia natural, pe~o por la misma 

razón, es sensible a los sistemas enzimát..icos de degradación de la 

a.uxina y sus soluciones no t.ienen est.abilidad y se oxidan con la 

luz .. 
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El AIB es ut.ili2ado para t.rabajos dirigidos a la mUlt.iplieación 
. : ' . -. -. 

veget.at.iva·. El ANA" es, un-.sust.~neia. f'uer.t.e •. ·muy: est.;able~ ut.ilizada 

para provocar ~la_··~·iz~-9~-~~is ;~:~~1:·~~·2,4-~~: es:'"~~~-·:f-:~~.~-~·~~:~'.· y~ que es 
< • .;:1"• • '• r '" •, .'- ;• 

:::,'.";º:-:::1p1}:~;~~!~~:~~=";·~··•"0<-"'~ 
' ·'e:~ ;<;.. '• •· 

Las cit.'ocininas ,.·.· .. ~~t.inl~\-a'rí\::-.~.1·~: < ~ii-.;,.i:s'ióri. - c~iU1a·rt si van 

acomparíadas de u·n~ · aUx.iO·a~\~.ifadl.ié:E.ri·-- a<'ta· ,.·f'~r~eÍ.ón de vást.agos 

advent.icios, en - e.o·~-~-~~-~/~~~¡~~-~~ _·elevadas ci a 10 mg/lt.) sin 

embargo inhiben 1A\r:o~Jia~16-;\ de raices, la dominancia apical y 

ret.ardan ol envejeci,mient.o, CKyt.e 1987; Pierik 1990). 

Las ei t.oci ni n"as que más se emplean en el cul t.i vo !n. vi t.ro son 

w Kinet.ina "º 
Benci l ami nopur i na C BA:> 

w 2- isopent.iladenina C2iP) 

w Zeat.ina CZ> 

La BA se emplea con rrecuencia debido a su gran act.ividad y su 

bajo cost.o y algunos invest.igadores prerieren la zeat.ina por ser 

una sust.ancia nat.ural. Aunque la elección de la cit.ocinina pueda 

ser import.ant.e en algunos casos, por lo general no es necesario 

realizar est.udios t.an rigurosos como en el caso de las auxinas. 

CMargara 1Q88). 

3.6.B.3.- OTROS REGULldlORES 

Las giberelinas no son ut.ilizadas usualment.e en el cult.ivo !!!. 

vit.ro, debido a que no son esenciales. Se debe t.ener en cuent.a 

que son muy sensible al calor y pi arde el 90 % de su act.i vi dad 

biológica despues del aut.oelaveado. CVan Bragt. et. al 1971 ci t.ado 

por Pierik 1QQ0). El ácido absc1sico y el et.ileno producen efeclos 
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nega~ivos en el cul~ivo !..n. vit.ro. el primero todavía no se tiene 

claro su efect.o. mient.ras que el e~ileno detiene el crecimiento. 

cuando los tubos de ensaye son cerrados herméticamente. CPierik 

1QQ0). 

El medio ut.ilizado para el cul~ivo !.n. ~ de clavel puede 

dividirse en 2 grupos. El medio nutritivo usado por los primeros 

investigadores est.A basado en la solución de Knop a la mit.ad o al 

100 ~ de concent.ración y fue suplement.ado con element.os menores, y 

const.it.uyent.es orgánicos CPhillips 1Q62. Baker y Phillips 1Q62. 

Stone 1Q62:, Van Os 1Q64 citados por Mii et. al 1990). El et.ro est.A 

basado en una alt.a concentración de sales minerales, La solución 

de Murashige y Skoog, que estimula el crecimiento de explant.os 

vigorosos, ahora es muy usado para varios cultivos de órganos, 

tejidos ,células y es muy usado para la micropropagación. CHacket.t. 

y Anderson 1967, Pet.ru y Landa 1Q74, Shabdé y Murashige 1977. Kim 

et. al 1Q97, Ioannov 1QQO). 

Dif'erent.es autores mencionan que el pH del medio de cul t..i vo 

varia desde S.2 CPena 1979) a 6.6 CPhillips y Mat.t.hews 1964), sim 

embargo otros estudios realizados por Paludian C1971) y Kowalska 

C1Q74) demostraron que el pH 5.5 es el 6pt.imo para el 

enraizamiento y producción de plantas. CM.ii et. al 1QQ0) 

Las combi naci enes de hormonas usual mente son al t.as en 

cit.ocininas C2 a 10 µM) y bajas enauxinas C0.1 a 0,5 µM:> han sido 

efectivas para la producción de brotes. CPet.ru y Landa 1974, Earle 

y Langhans 1976. Hempel 1979, Oabski et. al 1979, Kozark y Hempel 

1979 ci~ados por Mii et. al 1990). 
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3.7.- CONDICIONES DE CULTIVO 

Los principales f'act.or,es ~isicos que inf'luyen a lo largo de las 

dist.irrt.as fases: in vit.ro son. la .. lu2 1 t.emperat.ura y hllmedad ent.re 

et.ros. 

LUZ. 

irradiac.iÓn~ o luminosidad Y. composición. Poco se sabe sobre el 

ef'ec~o de la duración del dia en el cult.ivo !..!:'!. Y!!..!:..2. 

generalmente se utiliza un f'ot.operiodo de 14-16 horas luz, aunque 

también se usa luz continua. En principio el mejor f'ot.operiodo !.!l. 

~ sera el que f'uncione Jn9jor en esquejes o plant.as int.act.as. 

La luminosidades alt.as que se producen en campo C30-70 Wm2
) son 

daf'íinas para el cult.ivo !.n. vit..ro. El crecimient.o t.iene lugar a 

una luminosidad de B-16 Wm2 o a veces a una luminosidad muy baja, 

Pª!"ª est.o se ut.ilizan t.ubo.s fluorescent.es de t.ipo blanco :f'rio, 

aunque se han observado mejores result.ados con luz de sodio de 

alt.a presión. CNort.on y Norton citados por Pierik 1QQO). 

TEMPERA TURA 

Se mant.iene generalment.e const.ant.e de 24 a G6°c. a veces 

dependiendo de la rase y especie. La t.emperat.ura ópt.ima para el 

crecimient.o y desarrollo !..!!. ~. es de 3-4°C más alt.a que para 

el crecimient.o in vivo, debido a que la t.emperat.ura en los t.ubos 

de ensaye es 3-4°C mAs alt.a que en la cámara de crecim.ient.o debido 

al erect.o de la irradiación. Para procesos especiales. como la 

rormación de yemas rlorales. rupt.ura de la dormancia y germinación 

de semillas, se deben elegir t.emperat.uras mAs bajas. CPierik 1QQO) 
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HUMEDAD 

Sobre la inCluencia de la húmedad de la cámara de.crecimient.o.y 

desarrollo !..n. Y!..!d:g. exist.e poca in:Cormación. Teniendo en cuent.a 

que la húmedad de los t.ubos de ensaye es relat.iva~ent.e alt.a. la 

húmedad de la cámara de crecimient.o probablement.~ in:riuiria en un 

maycr cantidad de in~ecciones. CPierik 1QQO). 

OXIGENO 

Una buena aireación es un Cact.or import.ant.e para el crecimient.o 

de células, tejidos, et.e, El suministro de oxigeno en el t.ubo de 

ensaye puede mejorarse ut.ilizando sólo lapones met.alicos y no 

lapones de algodón y utilizando medios liquidos.CPierik 1QQ0). 

DIOXIDO DE CARBONO 

Aunque el C0
2 

se puede utilizar como una ruent.e de carbono, la 

sacarosa es una :ruent.e mucho mejor. La adición de C0
2 

!n. :!!.k2 

t.iene escaso valor, debido a que la concentración del mismo es muy 

alta en tubo de ensaye bien sellados. Sin embargo debe tomarse en 

cuenta que la ~otosintesis in~ es muy inferior a la normal, 

debido a la baja irradiación siendo de poco inler~s el suministro 

de C0
2

• CPierik lQQO). 

La lemper-at.ura para est.ablecer el clavel varia desde 22 :!: aºc 

CD.avis et. al 1Q77) hasta 26°C CJelaska y Suit.na 177). En cuanto a 

la intensidad lumínica ésta ha sido muy di~erenle de acuerdo al 

autor y va desde 2000 a 10000 lux y varios autores han sugerido 

usar un ~otoperiodo de 16/9 horas luz CJelaska y Sut.ina 1Q77) y 

14/10 CHempel 1Q7Q), CDavis el al C1Q77); sugirieron incremelar la 

intensidad lurninica de 2000 a 8000 lux y lÁ t.emperat.ura de 22°C a 

25°C cuando se pasa de la Case de iniciación a la de 

multiplicación. CMii et. al 1990). 
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Navarro y Vera '1987, ut.ili2aron en las rase I y II una 

intensidad luminica de 1000 ·a aooo lux. un rotoperiodo de 16 horas 

lu2 por dia Y"·ur:i~ iemperat.ura ,de 22°C ~ aºc. Mientras en la t'ase 

III la intensidad luminica rue de 8000 a 10000 lux, elfotoperiodo 

de 10/B hOras aluz por dia y la t.emperat.ura de 27°C ! aºc. 

3. B. - METODO DE PROPAGACION IN VITRO DE 

SEGMENTOS NODALES 

Con este nombre se conoce al aislamiento de una yema junto con 

una porción de tallo, para obt.ener un vást.ago a part.ir de la yema. 

Este método es el más natural en la propagación vegetativa de las 

plantas !.!l vitre. Cada una de las yemas que se encuentran en las 

axilas de las hojas, idénticas a las del ápice del t.allo, pueden 

ser aisladas sobre un medio nutritivo, realizándose los repicados 

necesarios. Cuando se aplica est.e método se deben t.ener en 

cuenta los siguientes puntos. 

1) El aislamiento por este método es prácticamente imposible 

cuando se trata de plantas en roseta y cuando las posibilidades de 

infección son altas. 

2) Para reducir las posibilidades de infección es mejor aislar 

yemas cerradas. En el caso de que existan infecciones int.ernas 

este mét.odo es impracticable, siendo necesario acudir al cultivo 

de mer i st.emos. 

3) La velocidad de propagación depende del número d~ yemas 

disponibles, si est.e ntlmero es pequef\'o la velocidad de 

multiplicación result.a lenta.CPierik 1QQO),Cfigura No 2). 
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FIOURA No 2 REPRESNTACION ESQUENATICA DEL NETODO DE 
E>CPLANTOS NODALES PARA LA PROPAOACION Vli:OETATIYA 

FUENTE PIERIK j.ppo 
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3. 9. - PROBLEHATIC.i. DEL CL.i.VEL IN VITRO 

3.9.1.- VITRIFIC.i.CION 

Las pl~nt..as he~baceas y l&~osas propagadas !.n. vit..ro son 

frec::uent.ement.e afect.adas por desarreglos morf'ológicos y 

f'isiológicos por varios fact.ores de cul~ivo. Las anomalias 

anot.ómicas. morf'ológicas y f'isiológicas han sido deserit.as por 

varios t.érminos: vit.rif'ic.aci6n, t..ranslucencia, h1perhidrat.aei6n, 

suculencia y crist.alización. Vi t.r i f'i cae:i ón es el t.érmi no más 

empleado pero se ref'iere a procesos 1'isiológicos y no a cambios 

biológicos. C:Maene• y Debergh 1Q84 cita.dos por Ziv 1QQ1:l. Los 

desórdenes se mani!'iest..an mayorment.e en las hojas, a(ect.ando los 

procesos de la f'ot..osint..esis y el int..ercambio de gases ccoz.vapor 

de agua). Las anómalias anat.ómicas se mani:fieslan por la menor 

ext.ensión de tallos y ralees. Es:Los dosórdenes impiden est.ablecer 

plantas m!cropropagadas a la f'ase eJ< vit.ro. CZJ.v 1Qgi.) 

Los requerimient.os especiales para la proliferación !.n. ~. 

la alt.a htl:medad, í'act.ores nut.ric1onales. asi como m.J.rierales y 

carbohidra:tos, alt.os niveles de r-eguladores de crecimient..o y la; 

menor i nt.ensi dad de luz son 1 as mayor es causas que i nducon a la 

malí'ormación de brotes CZiv 1006. Gaspar et. al 1ge7J. Debergh 

_C1997) indica que la húmedad relat.iva y el pot.encial del agua son 

fact.ores que se involucran en la morfogénesis anormal !!l ~ 

CZiv Hl9D. 

En hojas hiperhidrat.adas e)(aminadas en microscopio revelaron 

que en mucho de los casos poseian un t..ejido de empalizada muy 

delgado o carencian del mismo. El mes6rilo no organizado consist.e 

en pare~quima esponjoso, con abundancia de espacios intercelulares. 
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En el clavel se increment.aron los espacios int.ercelualares 

debido al cOnt:eñido ·¿~. ·agua del prot.oplast.o. CKevers y Gaspar 
• • - 1 • 

1986)_, El cont.enido_._de clorOf'ila f'ue menor en hojas vit.r~f'icadas 

que.-. en ... ·.~oj·8.·~ .'~~·or~·~~~·~--~:i¡~~,:~:-e~ ·. al 1983). Las hojas vi t.reas 

est.u~ier,On .:_~:~~~~d~~·,-.\::¿~. t.Ójido de 

deposición'- :~~f~'ctu;;~~" de ·· 1a 

la epidermis en donde la 

cera epi cuticular manif'esto 1 

-. · .. ··-·.-_.'., .. · 
dif'erenciáen. cant.idad y calidad con respect.o hojas 

norrnales.CSut.~er Y Langhaas 1979. Ziv et. al 1981,1983). 

En estudios hist.oquimicos las células guardias de hojas de 

clavel vit.reas revelaron un nivel bajo de pect.ina 1 cutina y 

celulosa. CZiv y Ariel 1987. Werker y Leshem 1987). El est.oma se 

daKa alrededor de la pared, est.o se debe a que las células 

guardias se daKan por la def'ormación de la lámina de la célula 

durante la división primaria de las células madres del estoma en 

me~io liquido. CLeshem 1983). 

Las células hiperhidricas en hojas vit.reas pueden 

at.ribuidasa la def'ect.uosa lignif'icaci6n CKevers 1987). La relacion 

célula-agua en las plant.as es regulada por las propiedades de 

elast.icidad y plast.icidad de la pared celular• los cambios en la 

celulosa y la biosint.esis de lignina pueden alt.erar la 

ext.ensibilidad de la pared celular, resultando en una reducción de 

la presion de turgencia de la celúla.CKevers 1Q97) 

Dos import.antes !'actores de las condiciones de cult.ivo han 

sidC\ asociados a una morf'oganesis anormal; la f'ase f'isiea y 

quimica del medio y la at.mósf'era de cultivo, en part.ieular el 

vapor de agua, co
2 

y el et.ileno en su rase gaseosa.CZiv 1Q96, 

Debergh 1997). El increment.o del agar reduce la vit.rif'icación, 
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pero t.ambi en disminuye el indice de propagación, debido a que 

t.ambién se reduce la absorción.dé otros component.es del medio por 

el expl ant.o. C Zi v 1 Q81 , Oebergh 1 Q93 

El erecto de los reguladores de crecimient.o en la vit.rif'icación 

no ha sido est.udiado lo suficient.e y algunas de la evidencias 

presentadas son contradic~orias. CZiv 1QQ0). En el cuadro No 5 se 

hace rererencia a investigaciones en clavel en donde se estudia la 

vit.rif'icación. 

Afio 

1g91 

CUADRO No ~ %NVESTJOACJONES REALIZADAS l:N,DONDE 

SE ESTUDl"A LA VITRIFICACION EN CLAVEL 

AUTOR 

Ziv 

Hele et. al 

SUCESO 

Reducción de la vit.rif'icación (V) 

por el aumento del agar al modio. 

V. por el uso de medios liquides 
y semisolidos 

1093 Hakkarrt. y Versilus V. por el uso de medios liqui-

1g93 

1gea 

1g94 

1g86 

1005 

1005 

1007 

1g97 

1gae 

lgae 

1008 

1g9g 

Leshem 

Ziv 

Kevers el al 

Gas par y Kevers 

Kever-s y Gaspar 

Kevers y Gaspar 

Ziv et. al 

Done so 

Ariel y Ziv 

Leshem et. al 

Kozai e Iwanami 

Kim et. al 

des y semisolidos. 

Reducción de la V. por agentes 
gelif'icant.es. 

Reducción de la V. por el aument.o 
de sacarosa. 

V. por uso de medios liquides. 

v. por uso de medios liquidos. 

Reducción de la V. por el 
increment.o de C02. 
Hiperhidrat.ación. 

Reduce! ón de la v. al usar medio al 
50 " de sales minerales. 

Brot.es vi t.ri f'icados. 

Incroment.o de BA brot.es vi t.ri f'icados 

Increment.o de Ba brot.es vit.rif'icados 

Increment.o de la v. 
Prevención de la v. 



3.9.2.- VARIACION SOMACLONAL 

La mayor de_sve'1t.aja de algunos mét.odos de propagación 

veget.~t.i:va _{n v1t.:~~;._._;_co~~ist.e en el riesgo de que se produzcan 

mut.aciones: y· variaciones· genét.icas. Cuando se observa una 

variácfóñ. ___ .g&i-i~f:-i·é~- '.en plantas que se han generado !.n. ~. 

gener~lment.e como result.ado de la inestabilidad genét.ica, se 

utiliza el termino de variación somaclonal propuesto por Scowcrof't. 

en 1BQ6, 

La_ aparición de mutaciones no resulta !'acil de determinar 

debido a que: 

1.- La expresión de las mutaciones depende, en gran medida de las 

condiciones ambientales. 

2. - Algunas veces ocurren micro-mut.aciones que son dií'iciles de 

1 dent.i f'icar. 

3.- Se necesitan métodos cit.ológicos para la ident.i!'icación Ce los 

mut.ant.es, lo que implica t.écnicas especializadas y laboriosas. 

En los \llt.imos af'íos, t.ant.o investigadores en el área básica. 

como en la aplicada, han estado de acuerdo en que los ~actores que 

det.erminan la probabilidad de mut.ación y su :f'recuencia durante el 

cUlt.ivo !.n, ~. son los siguient.es: 

El método de propagación veget.at.i va se puede decir que cuant.o 

nuS.s se destruye la est.ruct.ura organizativa de una plant.a. mayor es 

la posibilidad de mut.ación. La est.abilidad genética es casi 

seguro que permanece int.act.a, si se ut.iliza el mét.odo de segment.os 

nodal es o yemas axilares. Si se producen vástagos advent.icos, 

como el resul t.ado del uso de reguladores, se i ncrement.an las 

posibilidades de que se produzcan mutaciones y depende de : 
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La t'orma de producción de los vást.agos advent.icios. Si un 

vást.ago se origina a part.ir de una célula, las posibilidades de 

mut.acion son mayores que si se origina de un grupo de células, 

como en el caso de la cebolla. CHussey y Falavigna 1980 ci t.ados 

por Pierik 1QQQ), 

Si se ut.ili za una quimera, generalment.e se obt.ienen 

caract.erist.icas dit'erent.es de aquella, debido a que los vást.agos 

advent.icios suelen originarse a part.ir de una célula, como es el 

caso del clavel. CHacket.t.. y Anderson 1Q67. Donunergues y Guillot. 

1973 cit.ados por Pierik 1QQ0). 

El uso de reguladores como el 2.4-0, ANA y cit.ocininas 

si nt.ét.icas producen un t'uert.e i ncrement..o en mut.aciones. La 

kinet.ina induce de t'orma select..iva la división celular en células, 

que son poliploides en su t'orma nat.ural. CD'amat.o 1977 cit.ado por 

Pierik 1990). 

La probabilidad de que aparezcan mut..aciones es menor cuando el 

material inicial es un tejido indirerenciado como el procambium y 

cambium. que si se compara con un t.ejido dif'erenciado como la 

médula CPierik 1QQ0). 

El rnat.erial inicial present..a un ef'ect.o import.ant.e en las 

mutaciones, las especies poliploides present.an anormalidades 

cromosómicas con más frecuencia que las diploides. CScowcrt't. 1985 

citado por Pierik tgQQ). 

El nómero de repicados !.n. Ylli.g increment.a la posibilidad de 

que se produzcan mutaciones, asto sucede en la f'ormación de 

vástagos axilares y advent.icios, y especialment.e en los cult.ivos 

de callos, en suspensión y de células aisladas, por lo cual se 

debe evitar los repicados sucesivos. se debe admitir que se sabe 
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relativament.e poco acerca de las causas· por las·cuales número de 

repicados provoca .mut.aciones; 

Hast.a ahora· no' s.e ha conseguid~· u1'a mejora.· 9enét.ica import.ant.e 
- ·' ' . ' 

por medio del cult.ivo_ de t.ejidos en .n1ngón. ct.if~i_'vo de impor~ancia 

económica, ut.ilizando variant.es somocloñ~leS.j:·_CVasil 1Q86 cit.ado 

por Pierik 1QQO). 
:-··.e·_.-; 

3,9.3.- VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL CULTIVO.DE TEJIDOS 

El uso ext.endido del clonado o mult.iplicación !.n. ~ presen~a 

sus vent.ajas que se indican a cont.inuación. CPierik 1976, Van 

Assche 1Q8Q3, Gebhard el al 1983 cit.ados por Pieriok 1QQO, Margara 

1988). 

1.- La mult.iplicación in vit.ro es más rápida que la mult.iplicación 

in vivo, debido a que el nivel de proli~eración es elevado y en un 

t.iempo relat.ivament.e cort.o. 

2.- Es posible propagar especies !.n. :dJd:2. que no pueden 

mult.iplicarse in vivo por los mét.odos clAsicos, debido al fenómeno 

de rejuvenecimient.o, que solo es posible realizarlo !n vit.ro 

3, - El crecimient.o de las plant.as propagadas .!.!!. vi t.ro son más 

vigorosas que las clonadas in vivo, por el rejuvenecimient.o y por 

est.ar libres de enfermedades. 

4.- Ut.ilizando el cult.ivo !.n. vit.ro. es posible mult.iplicar planlas 

libres de en~ermedades, lo que const.it.uye un mat.erial de calidad 

que just.irica un cost.o de obt.ención relat.ivament.e caro. 

6. - Se necesit.a una cant.idad de malerial relat.ivament.e pequei"ra 

para iniciar el .cult.ivo ,ln. Y!...h!:..Q. 

e. - La p.rop~ga<?ión !Jl ~ puede suponer el ahorro de 

comubust.ible Y. espacio. debido a que en poco espacio t.iene un 

gran nú~ero de plant.as y en t.iempo relat.ivament.e corlo. 
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7.- La exist.encia de condiciones per~ect.ament.e cont.roladas, 

permit.e una gran precisión en el calendario de producción de 

plant.as y conseguir una producción a lo largo del a~o. 

B.- El cult.ivo !.n. vit.ro es especialment.e llt.11 para el 

est.ablecimient.o de bancos de germoplasma, por medio de la 

criopreservación. 

El clonado !.!:!. ~ puede t.ener sus desvent.ajas. 

1.- El riesgo de obtención de variación somaclonal y en algunos de 

los sist.emas de propagación !.n vit.ro la estabilidad genética es 

débil. 

2.- Las plant.as producidas !.n. vitre puedan mostrar caracteristicas 

poco convenientes in vivo, excesiva producción de ramas laterales 

y paso total a la ~ase juvenil. 

3.- Las plant.as la~osas son muy di~~cilas de inducir a la 

~ormación de raices y las mismas pueden result.ar no ~uncionales in 

vivo. 

4.- La t.ransCarencia de las plant.as del Lubo de ensaye al suelo es 

algo complicado. 

5.-Las plant.as clonadas !.!!. tl!.r:..9_ pueden morir por la acción de 

pat.ógenos al ser t.ransplant.adas al suelo. 

6. - EL clonado in ~ exige una aport.aci6n de mano de obra 

import.ante 1 lo que readunda en precios relat.i vament.e al t.oS para 

las plant.as que se prod~ en de est.a Corma. 

Por lo ant.eriorse deben considerar ciert.os crit.erios para 

conseguir el exi t.o: 
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1.- Eslabilidad genélica. 

2.- Selección cuidadosa del 

ent'ermedades. 

malerial inicial 

3.- La lransrerencia a suelo no debe ser complicada. 

4.- La capacidad de regeneración no debe perderse. 

libre de 

6, - El mélodo de propagación !.!:!. ~ no debe ser demasiado 

complicado sino será rechazado. 

6.- Debe ser econ6micam&nle viable.CPierik 1QQ0). 
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XV. - MATERIALES Y METODOS 

4.1.- LOCALIZACION 

La pres:ent..e . invest.igación se realizó en el laborat..orio de 

Micropropagación del Depart..ament.o de Ingenieria Agricola de la 

Facult..ad de Est.udios Superiores Cuaut.it.lán. Mex. 

4.2.- MATERIAL VEGETAL EMPLEADO 

El Mat.erial de el avel fue proporc.i:onado por los invernaderos 

del Est.ado de Morelos, en la localidad de Tet.ela del Volcán. Las 

variedades ut..ilizadas Cueron •eonchet.a• y 'Nikit..a rose•. 

La variedad Conchet.a present..a un color salmón anaranjado, 

longit..ud de la plant.a normal de 60 cm o mAs, rigidez del t..allo 

buena, erecta, y flexible, tama~o de la flor. d~ 6 cm o mAs , con, 

crecimiento vigoroso y product.iva. 

La variedad Nikit.a rose presenta un color de Clor rosa. 

longitud de plant.a normal do 50 cm o más, rigidez de t.allo bueno, 

erect.o y flexible, t.ama~o de flor de 6 cm o mA.s y con un 

crecimient.o vigoroso. 

4. 3. - DESJ:NFECCION DEL MATERIAL VEGETAL 

Se ut.ilizaron tallos de 8 a 10 nudos, a los cuales se les 

eliminaron las hojas, lavándose con una solución acuosa de 

detergente con agua t.ibia para eliminar la cera de la epidermis de 

la plant.a, enjuagándose post.erioment..e en agua corrient.e por 1 min. 

Se colocaron en un solución de alcohol por 3 min. agregándole una 

gola de Tween ea. post.eriorment.e se t..ransfirieron a una solución 

de hipoclorit.o de sodio por 20 min. enjuag&ndose a 2 liempos con 

agua deslilada est.erilizada, esta operación se realizó en la 

campana de aire de flujo laminar. 
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4.4.- MEDIO DE CULTIVO 

El madi o da cul t.i vo ~mpl ead;;. e,.; t.odo el , -=:xper i ment.o fue el de 

Murashige y Sk:oog C1Q62) al 100.Y.'y· al· 50.Y. de. Su. concent.ración 

de sa.1 es ~·ner~~.es'~-~~~~6.~~1-~:~~-~~~~~-~-~-~~~~~'.~:~~~~~:~~-~~:~~~-,:~,e .- ~~:ec1 mi ent.o 

como es <el. áci~-~~ ·1:~do1;~-~t.~'r¡¿~:~:~~I:~)-~'.- ~~~~·,~-~~:na::-y<"ki·~-~~1ri~, CK:> y 
Benci 1 ami nopur i. _na CBA:J_ : .. : é'Onl~-- ::~~~-~~~~ _n~~-: /:_::::Se·-~ ~-~~' co~ :base el 

Cuadro No 6 Medio de cul"t-ivo de Murashig9 y Slcoog C1'~6a:> 

SALES INORGANICAS 

MACROELEMENTOS C mM..-1 L) MI CROELEMENTOS C µWl L) 

NH
4
N0

9 
Z0.6 MnSO .H O 

• 2 
100 

KNO • 18.8 HaBOa 100 

CaCl 
2

• 2H
2
0 3.0 ZnSO,. 7H

2
0 30 

MgSO,. 7H
2
0 1.5 KI 6.0 

KH PO 
2 • 

1.Z5 Na MoO .ZH O 
2 • 2 

1. o 

Na
2

- EDTA 100 µWlL CoCl .6H O 
2 2 

0.1 

FeSO.&. 7Ha0 100 µWlL cuso,. 6H
2

0 0.1 

COMPUESTOS ORGANICOS 

Myo-i nos! t.ol 100 mg/lt. Ti amina 0.1 mg/lt. 

Ac. Nicot.inico 0.5 mg/lt. Glicina a.o mg/lt. 

Piridoxina 0.5 mg/lt. Sacar.osa 30.0 g/ll 

Agar 6,0 g/ll 

FUENTE OAMDORO ET AL tP?cS. 
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4.S.- CONDICIONES DE INCUBACION 

Después de haber realizado la siembra, se colocan los tubos en 

el cuar t.o de cul t.i vo en donde ex! sle un ambiente cent.rolado, se 

t.iene un í'ot.operiodo de 16 hrs de luz con una intensidad luminica 

de 3000 lux, la t.emperat.ura dentro del cuart.o se encuentra dent.ro 

de un rango de 27 ! 1ºc. 

,.6.- IMPLANTACION DEL MATERIAL VEGETAL 

Para la siembra del material vegetal se utilizó la campana de 

aire de !'lujo laminar y mecheros de alcohol para mant.ener el mejor 

ambiente aséptico. Los nudos de las plantas se colocaron &n una 

caja de pet.ri esterilizada en donde se separararon los restos de 

hojas hast.a dejar al descubierto la yema, cortando la parte basal 

de la yema junt.o al t.allo y lo mismo pasó con la part.e de 

arriba, sin lesionar a la misma, el bist.uri y pinzas f'ueron 

f"lameados en cada corle con alcohol al Q6 "-· Cada yema se 

colocó en un t.ubo. 

'· 7. - FECHA DE SIEMBRA 

La f'echa de siembra de los t.ra~amient.os f'ue el 22 de Abril de 

1993 para la variedad Conchet.a y el 23 de Abril de 1993 para la 

variedad Nikit.a rose. 

Durante la fase de mul~iplicación, la f'echa de siembra fue el 

dia 22 de Junio de 1Q93 utilizando las dos variedades de clavel. 

Para la f'ase III de la invest.igación la fecha de siembra f'ue el 

29 de Septiembre de 1993 u~ilizando solamente la variedad Conchet.a. 
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4, B. - DISEFIO EXPERIMENTAL 

El disei'\'o experiment.al que se ut.iliz6 para el aná.lisis de los 

dat.os f'ue un parcelas divididas. El di seffo _ consi st.i o las 

parcelas grandes que f'ueron las dos variedades de clavel y · las 
_. __ .-.. --. ,-

parcelas chicas que f'ue~on las dif'erent.es dosis de r~-9u1-~dor&S :·de· 

creeimient.o. En t.ot.&1 f'ueron 14 t.rat.amient.os. ~On aO: ::·~~~t."i:ci~i;es 
para cada uno, en donde la unidad experiment.al esÍ.u~t;;::~-6~~.i.i~~~da 
por un t.ubo de ensaye, dando un t.ot.al de a8o' un{d_ad_es 

&xper'iment.ales. La comparación de medias se realÍzó medi·a~t.e la 

prueba de Tuk.ey al O. 05 " de signi:f"icancia. En el cuadro No 7 

muest.ra la organización del experiment.o. 

CUADRO tfo ? DE LA OROANIZACIOW: DEL EKPER:lNENTO EN PARCELAS 

DIVIDIDAl1 EN LA FA.SE DE ESTABLECIMIENTO 

A/ 
,,,,,,,.,,.e AIB AIB AIB AIB 

Tra.t., . Tra.l. . 
K o.o /"o.o 0.1 ,,,/ 0.5 0.1 ,,,,,""' 1.0 0.1 / a.o 

MS 50 " 
._____ 

Tra.l. G Trol. Q 

BA o.o //o.o 0.1 
/ 

/ 
0.5 

0.1 
/ 

/ 
1. o 0.1 / a.o 

Tra.l. . Tra.l. o Tra.l. 'º Tra.l. " 
K o. o ,,/o.o 0.1 ,,,,,,,,. 0.5 0.1 ,,,, 

1. o 0.1 
/ 

/ a.o 
MS100 " i-- Tra.l. .. Tra.l. .. 

BA o.o ,,,,"'o.o 0.1 / 0.5 
0.1 ,,,, 

1. o 0.1 
/ 

/ a.o 
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En la f"a.saa _II ¡ la. invagt..iga.ción 

mult..iplie·aci6n ·ma'sdv~ ~.e:=1_0~_'.ProplA.gu~os~ 'P''?':'.').o.-;:1.:1ai.··.se, eligio al 

t.rat.ami·e¡.;t.O que··¡·t.u..i6>n;~J;;,~ ~·~~úi-~ad~ ·e·~ la. P~i~~ra ·~f:á.~e, para su 

pr ol i' f'er_á.Ci ón.~.: _,: Lós .-.·~-~-á ~:~ -¿~¡~~". ~~·_\·a· . ~ ª~~ -~'.·:::~~:~;~e .. :~er di e ron par a 

poder·--_. Cuant.1 ri Car~· i a· ·pro1 i:f'&i--á~-1ón. ·c1e·: éad~ >t:r-at:ami eOt:o. 
- .· - -·- ... --.- - ~ ,- ·:.· ~,-, ---... ,.,. ............ -~'.-"' . 

En. la í'a.Se-III.cs.e Üt.iliZÓ·_-~1-'dis8rlo exPer'.i'iñ~~t.ai' comPletament.e 

al azar. El . disen'o -se compuso de una sola variedad de clavel 1 a 

cual f'ue Conchet.a, _en t.ot.al fueron 6 t.ralamient.os con 20 

repeticiones por cada uno, dando un t.ot.al de 100 unidades 

experiment..ales. En el cuadro No 8 se muest..ra la organi2aei6n do 

la invest.ignción en la ~ase III. 

CUADRO No O OROANIZAClON DEL EXPERIMENTO EN LA FASE UI 

TRATAMIENTO . AIB o mg/H BA o mg/lt. 

TRATAMIENTO z AIB 0.3 mg/lt. BA o mg/lt. 

TRATAMIENTO . AIB 0.5 mg/lt. BA o mg/lt. 

TRATAMIF.NTO . AIB O. 3 mg/lt. BA 0.1 mg/lt. 

TRATAMIENTO 5 AIB 0.5 mg/lt. BA 0.1 mg/lt. 
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4.9.- TOMA DE DATOS 

La t.oma de dat.os se realizó de acuerdo a las siguient.es 

variables.: 

FASE 1 

A) Porcent.aje de cont.aminación.- est.a variable se 

cuant.if'icó en la primera semana. unidad experiment.al cent.aminada 

.era eliminada del experi ment.o. 

9) Long! t.ud del brot.e y/o· de broles por t.ubo. -. est.a 

variable se cuanlif'ic6 a las 8 semanas de haber sido est.ablecido 

el experiment.o. 

C) Número de brot.es .- est.a variable se cuant.if'icó a las 

8 semanas de haber sido est.ablecido el experiment.o. 

FASE II 

En est.a f'ase se cuant.if'icó el nOmero de brot.es por trat.amienlo. 

debido que los t.ralamient.os de la f'ase anterior no se perdieron y 

se colocaron en el medio de prolif'eracion. 

FASE III 

En est.a f'ase se evaluaron las siguientes variables: 

A) Dias de aparición de emisión de rafeas. 

8) Porcentaje de enraizamiento. 

Es~as variables sa cuan~i~icaron a las 2 semanas da haber sido 

establecido el experimen~o. 
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V. - RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1.- ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEPTICO 

S.1.1.- DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL 

El método de desinfección del material veget.al result.ó ser 

ef'eet.i vo en un 7Q. zg % en t.odo el exper i rnen.t..o. En la variedad 

Nikit.a rose :fue del 82. 06 U de sobreviven.cia y present.6 un 

porcentaje ·de contaminación del 17. 14 ~. ~a variedad Conchet.a 

pr~sent..o _un 75. '71 Y. de sobrevi venei a y un 24. 2Q Y. de 

cont.ami nación. 

Los t.rat.amient.os 8 y 11 de la variedad Conchet.a fueron los que 

present;an una mayor cont.aminación con un 40 "'· mientras en la 

variedad Nikit.a rose los t.rat.amient.os 7, a. 11. 12 y 14 presenta 

una cont.amJ. naci 6n, del 30 %. e Ver f'igura No 3 ::>. Los 

t.r-at.amient.os que presentaron un 100 $( de sobrevi venci a t'ueron 1, 

_4. 6 de la variedad NJkit.a l"ose y el más alt.o indice de 

sobrevivencia de la variedad Conchet.a se present.a en los 

t.rat.amientos 1, 3. y 10 con· un QO Y. • C Ver f'igura No 4.) 

Pierik 1000 Meó~.iona que ·existen "f'act.ores que iní'luyen en la 

cont.aminacióO.. de~·~:~-~-;>-~"l~ivos como: la procedencia del inoculó o 

explan1...o~ sJ':· ~st.'~~: ·p~-oCede de campo exist.e mayor posibilidad de 
- - . ·, "'. '~ :. ' 

t.ener 1ndices· .. ·de· cont.am..lnación altos, que si ést.e ereeio bajo 

la anat..omia de la yema, debido a que 

ést.a se localizá. en el' nudo y envuelt.a por la hoja con lo cual es 

má.s complicado t.ener buenas condiciones de asépsia bajo est.e 

mét.odo de proPagación U! v.1 t.ro, y el !"aet.or humano que es !a 

dest..re:za para ext.raer las yenuas y el t.rabajar en la campana de 

!"lujo laminar. 
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Pennazio.1975 obt.uv6 result.ados similares· de sobrevivencia con 

87. 09 % t.rabaJa1'c:Ío con mer.ist.emos. Jelaska y SUt.ina 1977 . . ·.· . -· 
obt.uv.ierc:in·-~ un ~rC_EiP~

0

t.aj~-: de ·so.brevi vencia d& 50. sa % t.rabajando 
• !;.•• ",-• O.<" • ' e 

con mer'ist.~mos ,·y.·: Roesl: y BokelTnan 1QB1 present.aron Jos mejores 

Y. t.ambién t.rabajando con 

,merist.emos." ·quá es ·.Una est.ructura más pequef'ia y es mas !'act.ible 

tener mejores result.ados de ast.\psia. 

z 100 
e .. 
i ea .. s: 
Q; 
1- 60 
~ 
CJ 

~ 40 

w ., 
a: 'º 
ffi 
CJ a: e a. 

F"IOU'A4 No 8 

PORCENTAJE DE CONTAHIHACION 
EM UI FA1E ~ ernaa:menn 

6 1 8 9 10 11 12 13 14 
TRATAMIENTOS 

¡¡¡ e.u. NIKllA 00$E El e.u. OO«lf!A 



FJ:OURA No 4 

PDRCENTA~E DE SDUREUIUENCIA 
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.¡¡. e.u. HIKllA OOlf 

' 1 e ' ro u 12 u " TRATA11IEHTOS 
-x- e.u. COOETA 

s.a. - MEDIO DE CULTIVO 

En el present.e t.rabajo se encont.raron dif'erencias alt.ament.e 

signif'icat.ivas ent.re los t.rat.amient.os. En brot.es el mejor f'ue el 

t.rat.amienlo 6 de la variedad Corychet..a en medio de MS al 50 ~ de 

sales minerales con 11 bort.es y en la longit.ud f'ue el t..rat.amient.o 

10 de la variedad Nikit.a rose con 2.57 cm promedio que se 

est.ableci6 en MS al 100 Y. d~ sales minerales. En el cuadro No 8 

se puede observar la respuest.a d~l·: _exPlant.o en las dif'erenles 
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concent.raciones del medio en número de brot.es y longit.ud del mismo 

est.ableciendo lá···di1"erenciá en .las concent.raciones del medio al 

50 ~ c::on·:.mayor .. n'aln~·r·o:_~~-· .. b~~t~~;::·p~ro .menor longit.µd del mismo y 

el MS al :Í.O~ .. Y- §~~~~:: : .. :"na~~~o::.·d~ ~roL~s ~ .Pero vigorosos en longitud. 

En 'el .. ·~~.~~~~);-~~~·, C::~~"'~i:i~. ·.~~·:·M!J~ashige y Skoog C1Q62) se encontró 

una. res~~¡;s~~::'.f-~~~;~bíe:·:p;¡r:~:--e~· el est.abl eci mient.o y proli freaci 6n 

del <?1:2-:.:;~~~-.. ~--~~:~-~~~~·~-~·fíd~-- ~u~ est.e medio puede ser usado en cul t.i vo 

de: c.é~u.las¡, t..eJidoS y en la micropropagaci6n de diferent.es 

especies; 

Por lo que respect.a a su composición em medio MS.C Vasil et. al 

"1Q76) mencionan que el MS cont.iene altas concent.raciones de 

ni t.rat.os as! como pot.asio y amonio en relación con ot.ros 

medios. La respuest.a posit.iva de las plantas se debe al 

incremento en las coneent.raciones de sales minerales 

part.icularment.e del nit.rogenot as! como de la sacarosa y 

vitaminas. 

En t.rabajos ant.eriores se ha invest.igado la dilución del MS a 

la mit.ad de_ su concent.raci6n de sales minerales.e Cruz 1983 

encont.r6 diferencias ent.re el 100 Y. y 50 Y. de sales minerales 

manzano. En ot.ros t.rabajos con el de Alpi y Garibaldi Ccit.ados por 

Mii et, al 1QQO) menciona que principalment.e el MS est.imula brotes 

vigorosos de los explant.os. En comunicación personal C Cruz 1993) 

menciona que est.o se debe pr i nei pal ment.e las al t.as 

concent.raciones de nit.r6geno, en f"orme de nit.rat.os y amonio, lo 

que repercut.e en la disminución del número de brotes y el aumento 

de longitud del brote, sin olvidar la int.eración de la dos1s de 

los reguladores. CPlancart.e y Vieyra 1QQ3) est.udiaron el ef"ect.o de 

las concent.raciones de dos fuent.es de nit.rógeno NH,N0
9 

Y CaN09 en 
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f'resa, encont.rando diferencias ent.re las concent.raciones de N, al 

medio u~ilizado fue el MS al 50 % de sales minerales. 

CUADRO No P RESPUESTA DEL EXPLANTO A LAS DIEFERENTES CONCENTRACIONES 
REGULADORES. EN NUMERO V LONOI TUP DE LOS BROTES EN LA FASE 

DE ESTABLECIMIENTO C. V. c=CONCHETA V N:NIKITA ROSE 

TRAT. AIB BA-'K No DE BROTES. LONGITUD DE BROTE 
mg/lt. mg/lt. PROMEDIO PROMEDIO Ccm) 

1 e o.o o.o 2.5 o. 61 

a e 0.1 0.5 K a.o 0.67 

3 e 0.1 1. o K a.o 1. 04 

4 e 0.1 a.o K a.o 0.90 

5 e 0.1 0.5 BA 5.0 1. 06 

6 e 0.1 1.0 BA 11. o 1.19 

7 e 0.1 a.o BA 5.0 0.96 

e e o.o o.o 5.0 2.57 

9 e 0.1 0.5 K 6.5 1.15 

10 e 0.1 1.0 K 4.0 1.06 

11 e 0.1 a.o K, 3.0 0.90 

12 e 0.1 0.5 BA a.o 1.20 

13 e 0.1 1.0 BA 1.0 0.54 

14 e 0.1 ·a.o BA 4.0 
1. ªº 

1 N o.o o.o 3.0 1. 38 

a N 0.1 0.5 K 1. o a.oo 

3 N 0.1 1. o K 3.0 1. 71 

4 N 0.1 a.o K 4.0 1.64 

5 N 0.1 0.5 BA 4.a 1.18 

6 N 0.1 · 1;0 BA 3.6 1.06 

7 N 0.1 a.o. BA a.6 1.13 

B N o.o. .o:o 1.0 1.ao 

g N 0.1 0.5 K 5.0 a.13 

10 N 0.1 1.0 K 1.0 a.7a 

11 N 0.1 a.o K 3.0 1.68 

1a ll 0.1 0.5 BA 3.0 1.15 

13 N 0.1 1. o BA 6.0 1.13 

14 N 0.1 a.o BA 4.0 1. 08 
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5. 3 VARIEDADES 

Al realizar el anova del número de brot.es y longit.ud del mismo, 

se obtuvo alt..a signif'icancia en cuanto a la respuest.a de las 

variedades de clavel al medio de cult.ivo y a las dií'erent.es 

concentraciones de reguladores de crecimient.o. El promedio 

general de la variedad Conchet.a present.6 una t.asa de proliferación 

de 3.93 brot.es, teniendo su mejor respuesta en el t.ramienlo 6 con 

un promedio de 11 brotes, en cuant.o a la variedad Nikit.a rose est.a 

present.6 una t.asa de proliferación de 3.17 brot.es y su mejor 

lrat.amient.o f'ue el 13 con 6 brotes en promedio. 

En cuant.o a la long! t..ud la Niki t.a rose presentó una mayor 

elongación del propagulo con 1. 51 cm como promedio general en 

dret.riment.o de la prolif'eración. La variedad Conchet.a present.6 un 

promedio de longit.ud de 1.07 cm en general. 

Roest. y Bokelman (1001' concluyeron que las dií'erencias ent.re 

las variedades pudo haber sido por las condiciones de cult.ivo y 

caract.erist.icas propias de la variedad; t.eniendo un ópt.imo 

desarrollo en las variedades Scania-3C y Red Ivet.t.e con un Q6.6 ~ 

y 81.4 Y. de prolií'eraci6n, m.ient.ras la variedad Jolivet.t.e present.6 

el porcent.aje más bajo de prolií'eración con 62.1 Y.. 

Navarro 1986, ut.ili%6 dos variedades de clavel, Scania-3C, 

lmproved W, para obt.ener plant.as libres de virus, en las cuales no 

encont.ro dií'erencias en cuant.o el número de brot.es o t.asa de 

prolií'eración. 

Radojevic C1QQ0) encont.ró dií'erencias ent.re 7 variedades 

evaluando, nómero de brot..es por subcult..ivo, y t.ransí'erencia de 

brot.es a suelo; concluyendo que las dif'erent..es variedades 

requieren dif'erent.es condiciones do cult.ivo. 
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5.4. RESPUESfA DEL INOCULO A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

REGULADORES DE CRECIMIENTO 

5.4.1. AUXINAS 

La acción de las auxinas en el est.ablecimient.o y prolif'eración 

debe ser en concent.raciones bajas para promover a la inducción de 

brot.es. Esto rat.if'ica en trabajos ant.eriores en donde la 

concent.ración va de un rango de O. 02 mg/Lt. de ANA (Jel as ka y 

Sut.ina 1977, Ioannov 1QQ0) a 1.0 mg /Lt. de ANA,CDavis et. al 1977, 

k'.im y Kang 1Q8Q); en donde predomina el ANA como regulador de 

crecimient.o .. Shabdé y Murashige C1977), Roest. y Bokelman C1981) 

son los (micos qua· han utilizado AIA en concentraciones de O. 3 y 

0.1 mg/Lt., por estas razones se ut.ilizó una concent.ración baja de 

auxina de 0.1 mg/l t. de AIB en t.odo el experi ment.o. 

5.4.1.2. CITOCININAS 

La combinación de las cit.ocininas K y BA con el AIB, en la f'aso 

de est.ablecimient.o, mostró di~erent.es respuestas sobre las yemas, 

observándose una mejor respuest.a de prolif'eración cuando 

adicionó al medio BA en concent.raciones de 0.5. 1.0 y a.o mg/lL en 

MS al 50 % _de sales minerales, most.r2'.ndo dif'erencias 

s!gnif'icat.ivas ccln ·la K que t.uvo su mejor respuest.a en una 

concent.racion de·:·9.~~ mg/lt. en MS al 100 % de sales minerales. 

Las cit.ocintn~~·,·.~st.imulan la brot.ación de vá.st.agos advent.icios 

de clavel ·en ~n .r'.~~.~o de o. 3 mg/Lt. de K CHacket.t. y Andersona. 1967) 

a 10 mg/i:.t._ .. Coa.Vis et.· al 19??). La rol ación auxi na/ci loe! ni na 

también Varia·.-en Ün rango de 1:100 CJelaska y Sut.ina 1977, Ioannov 

19QO) a 1:':3: ~Hacket.l y Anderson 1967.), pero la relación que más se 

ut.J liza. es de 1: 10 Davis et. al 197?, Hempel 19?9. Roest. y 

Bokelman 1Q81 y Kim y Kang 1Q9Q)# ut.11izando como explant.o a 
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merist.emos. y· nudos. Est.a relación cambi,a .cuando se· ut.iliza et.ro 

t.ipo de e~l~?to_·.~·.-.1~·1' ·T~k.&da C1Q70) .ut.iliza h.ojas; :Kakehi C197B) 
• :." .:·._ • '"< ., 

ut.iliza _pelálc::'s ~~n_·:'similares reguléldorés· y ·c~~C::-ent.~aciones de 
• •. : ; • ~ 1 '~. 

'· .. ·. \ -~-" 

E.n c~~:nt.o a' ia···'iongit.ud del brote se c;,J:,~~~:-~~á·:·::m~Jor respuest.a 

cuando se-.adicion6 K en concent.ración de.-0._5, -.·1_:.:q.'-~/lt. en MS al 

100 Y. de :sales minerales, mient.ras la co~cen~~-~-~,j--ón 'de a.o mg/lt. 

de BA se t.uvo su mejor respuest.a de longit.ud, Estos result.ados 

son similares a los de Hempel 1Q7Q que concluye que la BA t.iene 

mejores result..ados para la inducción a brot.ación y con la K se 

obt.ienen mejores result.ados en el crecimiento y longitud de los 

brotes. 

5.1.5.- NUMERO DE BROTES 

Al realizar el anova correspondiente a esta variable se· 

present.aron dif'erencias alt.ament.e signif'icat.ivas e Ver el cuadro 

No 10 ), y al realizar las comparaciones de medias C Ver el cuadro 

No 11 ) el t..rat.amient.o 6 de la variedad Conchet.a con 0.1 mg/lt. de 

AIB y 1.0 mg/lt. de BA mostró ser superior esLadis~icament.e a los 

demás trat.amient.os con un promedio de 11 brotes, siguiéndolo los 

t.rat.amient.os Q de la variedad Conchet.a con 6. 5 brotes promedio; 

t.rat.amient.o 13 de la variedad Nikit.a rose con 6 brotes y los 

~rat.amient.os 5, 7·y e. de la variedad Concheta lodos ellos con 6 

brot.es siendo est.adist.icamenle iguales. Los brotes promedios de 

los t.ralamientos por variedad se pueden observar la 

f'igura No 4 

Est.os result.ados son superiores a los obt.enidos por Penna2io en 

1Q75 quien obt.uv6 6.6 brotes con 0.1 mg/lt. ANA y 1.0 mg/lt. K; 
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Kozak y Hempel-e~.H;~7g·que- o.bt..vieron~6~6,brot.as·con o.~ m9/lt. ANA 

Y. 1. O ·mg~l ~- .~A:·. y'~ K1~·~ :')/:~~n9 'en 1QSGf q~~- obt.-UVi erOn ·7, Q brot.es con 

O. 1 mg/l t. d~ '.,ANA y\\ m~/i~ 'e·~.;\ ...... • .· .. 

:::~,:::f:~~~~~~~~rr~~%~~·q·~¡~¿~~º:~::: 
·- ;~· :,;,:?•·; ~ . ·.~·. ;.:J,,·,.. )c,·Y> - ' 

de BA. -~-<.:;::.;),~~J/; :.f~~;::,:.' ;{i:.~~-~;:-:~)- :~~~-_::··~,--
·,-.·,;-r ·:. :2-l~'- -, -

Earle )i Lang~a!'~.~·~'-~~?'5,l_··_, ~ayis:· a~-- al 1977 y Ioannov 1000 

obt.uv1eron· mejore~:;~~~·~~{'~~d~s ·. ~~. 29- Y 33, brotes respecli vamenle 

pero ut.ii¡~~n :m~¡r.:~e~'.:--~~~·-··mayor cant..idad de medio de 30 a 50 ml. 

Ioannov ut.iliza· las ·mismas cant.idades de .Jelaska y Sut.i na 1977; 

Davis et. ál 1977 ut.iliza 1.0 mg/ll ANA y 10 mg/lt. BA; y Earle y 

Langhans utilizan 0.1 mg/lt ANA y 0,5 mg/lt. de K. 

Al analizar los resultados se puede observar que las 

concentraciones de aux.inas para el establecimiento y prolJreraeión 

debe ser baja en concentración de o. 1 mg/l t. y de 1. o mg/l t. de 

ci toe! ni nas. El AIB resultó ser apto en la concent.racion 

determinada, para -1a inducción a brot.acJón. La BA también resultó 

ser apt.a en su concentración para el est.ablecimient.o y 

proltreración conrirmando los resultados obtenidos por Hempel 

1 Q7Q y Roest. ·. y Bokel man · 1991 , 

5.t.6.- LONGITUD DEL BROTE 

El análisis d'e varianza para la variable most.ró dif"erencias 

est.adist.icas altamente significativas en los t.rat.amient.os Ver 

cuadro No 12 ) • al realizar las comparaciones de medias Ver 

cuadro No 13 ) los t.rat.amient.os 10, Q 1 2, de la variedad Nikit.a 

rose y el t.rat.amient.o 8 de la variedad Conchet.a son 

est.adist.icament.e iguale~ con 2.72, 2.13, 2 y 2.57 respect.ivament.e. 
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CUADRO No ANA.LISIS DE VARIANZA DEL NUMERO BROTE::S 

. LOS c. v . CONCHETA V NUCl"TA ROSE 

FV GL se CM Fe Ft. 

BLOQUES g 147.2q 16.36 6.52 3.18M 

TRAT. 37.30 37.30 14.86 5.36MM 

ERROR A g 22.62 2.51 4.67M 

S"lJBTOTAL 1Q 207.02 Q,07MM 

Sl.JBTRAT 13 358.08 27.54 11.67 1.67M 

TXS 13 362.46 27.88 11. 81 2.04MM 

ERROR 8 234 551 63 2.36 

TOTAL 27Q 147Q.1Q .. = 

CUADRO No U. COMPARACION DE MEDJAS PRUEBA DE TUKEY EN 

NUMERO DE BROTICS DE LOS CONCRETA y N= N:UC1TA ROSE 

Trat. 6 e 11 Trat. 12 N 3.0 e 

Trat. g e = 6.5 b Trat. 7 N 2.6 

Trat. 13 N o e.o b Trat. e 2.5 d 

Trat. 5 e = 5.0 b Trat. 3 e 2.1 d 

Trat. 7 e = 5.0 b Trat. 2 e 2.0 d 

Trat. 8 e . 5.0 b Trat. 4 e 2.0 d 

Trat. g N 5.0 b Trat. 12 e 2.0 d 

Trat. 5 N 4.2 e Trat. 13 e 1.0 d 

Trat. 4 N 4.0 e Trat. 2 e 1.0 d 

Trat. 14 N . 4.0 e Trat. 8 N 1.0 d 

Trat. 10 e 4.0 e Trat. 10 N 1. o d 

Trat. 14 e 4.0 e 

Trat. 6 N 3.6 e 

Trat. 11 e 3.0 / ..... ..... e o.=4..74. ~ 

Trat. N 3.0 

Trat. 11 N 3.0 e 
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NUMERO DE BROTES POR TRATAMIENTO EN 
u,.-~-.,..~~~~~;~~F~M~E;DE=,..::;a~11RR~1~"=1E111~0=--~~~~~~~ 

.¡¡. e.u. HIKl1A llllE 

: ·-······'·········+-····-·: ...... -... ¡ ......... L ..... i.~- ¡···--:-

'11'1011121314 
TRATAtlIEHTOS * e.u, COOETA 

En los t.rat.amient.os 10 y 2 de la variedad N1k:it.a rose soló 

obt.uv6 el desarrollo de un brot.e. est.o puede explic~r por qué el 

brot.e obt.uv6 l'nayor elongación. En cuant.o a los t.rat.amient.os 9 de 

la variedad Hikit.a rose y 9 de la variedad Conchet.a se obt..uvieron 

6 _brot.es siendo ést.os vigorosos. . . ' 

Al reali 7.o:t.r el análisis de regresfon Y; ~:O~·;:~i:~.~~-~·n., ~~, c::ibt.uVo 

que exist.e ·una correlación alt.3.merlt.:~ .. -Posi~+ya· ~.<,:.'.V~~-::~.~f~ro: 14 ) 

ent.rq ·.el nú~ro de brot.as "!la. i~~g~t._Ú~.--~-~l,·:~_?r:-~~~~-; peor. io:_t.a1't.ó al 

t.ener Unil t.asn de proli1'eraci6n al~a, 1-¡.::>_:1_0,n~i.~~d ~:· d.~1 . brot.é es 
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menor y por lo con~rar~o al: t..ener br~~':'s. c~"n ~yor. ~ongit.ud • la 

t.asa de proi.i:re.r~~ió~----~iSnÍinuye. La- _mayor ~lon9ación ':fe los 

brot.es se regist.~6 -cuando el medio se··1e adicio.no k:inet.ina an 

eoncent.raciones de·0.6, 1.0 mg/lt: En la :figura No.5 se observan 

los promedios de.longit.ud del brot.a. por t.r-at.amient.o 

FlOURA No O 

PROftEDIO DE LONGITUD DE BROTE POR 
TMTMIEMTO Ell l.A FASE 1 

.¡¡. C,V, fflKITA lll!E 

6 7 8 ! ro ll U U H 
TRATAHIENTOS 

·K· C,V, COOEIA 
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CUADRO No 12 ANALISIS DE VARIANZA DE LONGITUD DEL BROTE 
DE LOS c. v. CONCHETA y NI KIT A ROSE: 

FV GL se CM Fe Ft. 

BLOQUES 9 1. 79 0.18 0.90 3.18• 

TRAT. 22.46 22.46 106.89 5.35** 

ERROR A 9 1.89 0.21 4.67• 

SUBToTAl.. 19 26.10 Q. 07~0( 

SUBTRAT 13 20.74 1.60 2.08 1.67• 

T X S 13 31.11 2.38 3.10 2.04MM 

ERROR B 234 180. 43 0.77 

TOTAL 279 258.38 

ot=O. 05 

CUADRO No i9 COMPARACION DE MEDIAS PRUEBA DE TUKEY DE 

LONGITUD DE BROTES DE LOS c. v. C=CONCHETA Y N:NiklTA ROSE 

Trat. 10 N = 2.97 a Trat. 14 N 1.08 b 

Trat. 8 e = 2.97 a Trat. 6 N 1. 06 b 

Trat. 8 N = 2.13 a Trat. 10 e = 1.06 b 

Trat. 2 N = 2.0 a Trat. 9 e 1.09 b 

Trat. 3 N = 1. 71 b Trat.. 3 e 1.04 b 

Trat. 11 N = 1.68 b Trat. 7 e 0.86 b 

Trat. 4 N = 1.64 b Trat. 4 e = 0.90 b 

Trat. N = 1.38 :b Trat. 11 e = 0,90 b 

Trat. 8 N = 1.20 ¡;- Trat. 2 e = 0.67 

Tra.t. 14 e =1.20" b Trat. e = 0.61 e 

Trat. 12 e 1.20 .. 'b Trat.· 13 e = 0.94 e 

Trat. 6 e = 1.19 b 

Trat. 5 N 1.18 b 
/------~ 

Trat. 8 e = -1.15 b 
o.?? 

Q:4, ?"" --- = o. 99 
f iO>Z 

Trat. 12 N = 1.19 b 

Trat. 7 N = 1.13 b 

Trat. 13 N = 1.13 b 
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CUADRO No 1.4 AHAt...ISIS DE REORESION Y CORREJ...ACION ENTRE NUMERO 

BROTES V t..OHOITUD DE BROTE 

FV GL 

REGRESION 

ERROR 26 

TOTAL 27 

re= 

/>JIOVA 

se CM 

a.so 2.506 

5.07 0.194 

7.57 

O.=o. O!:I o ...... 

5.2.- PROLIFERACION 

5.2.1.- SUBCULTIVO 

Fe Ft. 

12. 91 4.23M 

0.194 7.72MM 

En la primera part.e del 8xperiment.o la variedad Conchet.a obt.uvo 

una t.asa de proliferación general de 3. g3 brot.es y la variedad 

Nikit.a rose una t.asa do proliferación de 3.17 brot.es. Al realizar 

el primer subcult.ivo del medio de proliferación con las siguient.es 

concent.raciones 0.1 mg/lt. de AIB y 1.0 mg/lt. BA en MS al 50 Y. de 

sales minerales, la variedad Conchet.a aument.ó su lasa de 

prolií'eración a 10. B brot.es y la variedad Ni kit.a rose a 10. 3 

brot.es; por lo cual las dos variedades muest.ran una t.endencia a 

increment.ar su t.asa de proliferación. 

Est.a t.endencia a increment.ar la t.asa de proliferación en los 

subcult.ivos se debe a que la plant.a o explant.o permanece en 

periodos prolongados en cont.act.o el medio, con lo cual 

desarrolla mecanismos de adapt.aci6n que le permit.e t.ener una mejor 
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respuA>sla a las ·con~iciones !n. ~. p~~mi~_iendole t.ener una 

mejor respues·t.¡._ · en·.·1a. pr"o~_i ~e~~éi6ñ..::. ' , 

t..os re~U1 i.aCÍos ··por: :tr~at.·~~~~~~· ~st.~~~ci~ :·di f-~~-·en~·{a~"· ;a. ·12..- :C~se 
ant.er¡o~:· .el.:··t.~~:¿~~¡~~·~~ -~~-·d~: __ l·a ·:~~~¡~~d.·_:~on~·he~a ~~ora ~ue el 

t.erce.~O con-~-~ '.~~~~o" d~:_t,·~·ot.es :de,-15. e',- Mient.i-as· los t.rat.amient.os .. -· '· .. . . 
11 Y- ,7_ :·da·· fa ;rftJ_·Sma:'-".v.;,~~edad_·_ t.~vier-.On ·ao. 7 y 19.9 brot.es 

respect.ivament.e. : El meJor t.rat.amient.o de la variedad Niki la rose 

f'ue el t.rat.amieiit.o 3 con 15. a brotes; est.os resul t.ados sa pueden 

observar- en la f'igura No 6. 

FIGURA No ? 

COMPARACIDN DEL NUMERO DE BROTE EN 
z5~~~--~~~-~~FR!_E_1_v_~~PR-llEll __ S_llDL __ T~IOO~----~~--~~ 

UL.l ... ~ ...• i ..... l-~i .... "-~·--·i-.~---i-... ; ..... i ..... ; .... ; ...• ; .... ; ..... i-~ .... i ..... ; .... ¡ .. , .... ,.-1 ..... , .... , ... _, __ ,_H 

w~.; .... , ..... ; ...... ; .... , .... ; ...... ;._ .•...... , .... ; ................. ; ......•..... , ..... , .....•..... , .....•..... ; ... ~--··'·····•·····'·-··1·····•······•·-·~~ 
lBL.; .... ; ..... ; .... ; ...... ; ..... ; ...... ;. ..... ¡ .....• , ..... ; •.... ; ..... ¡ ..... ; .... , ...• ; .... ; ..... ; ...... ; ..... ¡ ..... ¡~ .. ,.1.; ..... ¡ ..... ¡ .... 11°1·-·•-···•·····•~ 

15 

13 

234567 

.¡¡. FASE 1 

'Wll ll13 tt 1 2 3 4 
TRATAMIENTOS 

----- C.V. NIKITA ROSE ------
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5.3.- ENRAIZAMIENTO 

5. 3.1. - DIAS A EMSION DE RAIZ 

En est.a variable podemos observar los sguient.es resultados 

Trat.amient.o 

Trat.amient.o 2 

12 dias 

Q dias 

Trat.rnient.o 3 

Trat.amient.o 4 Q dias 

Tratamiento 5 14 dias 

Q dias 

Los Í.rat.amient.os 2, 3 y 4, t.radaron Q dias en la emisión de 

raiz y de 12 a 14 dias eri tener un sistema radicular. Earle y 

Langhans 1Q75 mencionan que el enraizamiento ocurra los 2 semanas, 

otros investigadores como Hacket.t. y Anderson 1967, Kyt.e 1Q87, 

Navarro 1987 utilizaron el medio del MS al 50 ~ de sales minerales 

y sin reguladores para inducir a· la·~ormaciÓn de raices. Pet.ru y 

Landa 1974 utilizan el medio de Morel con una concentración de AMA 

0.4 mg/lt.. En el experimento de enraizamiento también se utilizó. 

el MS al 50 Y. de sales minerales con di~erent.es concentraciones de 

AIB y BA. 

5. 3. 2. PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO 

Al realizar el analisis de varianza se obt.uvieron diferencias 

estadist.icas alt.ament.e significativas. C Ver el cuadro No 15 ) en 

la comparacion de medias C Ver cuadro No 16 ) los trat.amientos 2 y 

3 son superiores a los rest.antes y est.adist.icament.e iguales con 

70 " de enraizamiento. que presentan las siguient.es 

concent.raciones t.rat.amiento 2 C O. 3 mg/lt. AIB y trat.ami ento 3 

con e 0.5 mg/lt. AIB ). El t~atamient.o 1 sin reguladores presento 

un 55 Y. enraizamiento. La adición al medio de enraizamiento de BA 

resultó ser negat.ivo la concent.ración de 0.1 mg/lt. debido a que 

los t.rat.amient.os 4 y 5 presentan 30 y 20 ~ de enraizamiento. 
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CUADRO Ho t'S ANA.LISIS Dll: VARIANZA DE PORCENTA.rE DE 

ENRAIZAMIENTO DEL C. V, CONCRETA 

FV GL se 

TRAT 4 35.19 

ERROR 95 186. 75 

TOTAL. 99 aa1,94 

ot= o.º"' 

ANOVA 

CM 

8.80 

1.97 

Fe Ft. 

4.47 a.45M 

CUADRO No td COWPARACION DI: MEDIAS PRUEBA DE TUICEY 

PORCENTAJ'ES DE ENRAIZAMIENTO DEL C. V. COHCHETA 

TRATAMIENTO a 0a a 

TRATAMIENTO 3 83 a 

TRATAMIENTO 73 b 

TRATAMIENTO 4 58 e 

TRATAMIENTO 5 5a d 

/
-.:-;;-~ 

ot a.oz ~ t.i:s? 
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Pennazio 1975 obt..uv~ un 89. 2 Y. de enraizamient.o con MS al 50 Y. 

de su concent.ra.ción de: sales_.co_~·· O.~ mg/lt. de ANA. El t.rarnient.o 

seleccionado para e·~->;~·~;~iz·~~-~~~~-:.f~_~: ,a~>a_.d_ebido_ a que el brot.e 

desarrollaba 

t..rat..arnient.o 3 en · d0nde _el _brot..e-' enraiza pero no desarrolla 

longit.ud. En la_ f'igura· No 7 se pueden observar los porcent.ajes d9 

enraizamient.o del experirnent..o. 

100 

80 

FJt;JUltA No a 

PDCENTA~~ D~ ~NRAIZAMl~NTO 
llE LA l#llllEDM CllDElA 

3 
TRATAMIENTOS 
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Un problema para la micropropagación del clavel es la 

vitrií'icación~ · Earle 'y .La~gryans_.1.975 obt.uvieron bro~es con hojas 

anormales que se .vuelveri' ,c'á.Í'es y no ·enraizan. Davis et. al 1977 
' ·--... - ' 

reporta hojas anC~as··: Y :~~u;sas ·producid~s en medio liquido, cuando 

se le adiciona. á1·',madio á.denina y caseina hidrolizada. En el 

exper i emnt.o se -~_bt.':'-~~-eron brotes con - hojas gruesas y anchas con 

apariencia transltlcida, ·de í'orma arrosetada, que muy pocas veces 

desarrollaban en -longit.ud. principalmente da la var-iedad Nikit.a 

rose en la presencia de a. O mg/l t de BA. present.andose por lo 

menos en un t.ubo de los t.rat.amient.os problemas de vitrií'icación. 

en la var-iedad C~ncheta principalmente en la concent.r-ación de 2,0 

mg/lt. de K. 
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VI. - CONCLUSIONES 

1.- El mét.odo de prop~gación de segmentos nodales result.6 ser 

í'act.ible para la. obt.~n~.i~~~ de>pl.ant.as· de clavel bajo condieones l!l 
., .•. i 

~-

2. - El rnét.odo de deSrr\:reCCtón resul t.6 ser· e:f'ect.i vo al obt.ener 

un 79. 29 % de cul t.i vo aséPt.1 co y .1 os i nd~ ce.s .. de cent.ami nación 

pueden ser at.r 1 bui dos a 1 as hojas que Snvue1 ven a la yema en el 

nudo, lo que no permit.e t.ener una desin:f'ección mAs e:f'icient.e. 

3.- El uso de del medio de cult.ivo al 50 % de sales minerales. 

:f'avoreci6 en una mejor respuest.a en la induecion de brot.es en las 

2 variedades de clavel. 

4. - La variedad Conchet.a result.6 t.ener mejor respuesta bajo 

las condiciones !.o. ~ , esto se demuestra en sus alt.os indices 

de proli:f'eración, y la variedad Nikit.a rose obt.uvo mejores 

result.ados en la longitud del brot.e, por lo t.ant.o cada variedad 

requiere de condiciones di~erent.es de cult.ivo., 

5. - Al emplear bencilaminopurina obt..iene una mejor 

respuest.a a la induceion de brot.aci6n, mient.ras el uso de la 

kinet.ina se recomienda para obtener un mejor crecimient.o de brot.e. 

6. - El ácido indolbut..irico result.6 ser eficiente la 

concenl.raci6n de 0.1 mg/lt. e induecir a la proli:feración de 

bl"otes .de clavel. 

7. - Con la combinación de AIB 0.1 mg/l t. y de BA 1. O mg/l t. se 

obt.iene el más alt.o indice de proliferación en la fase de 

est.ablecimient.o con 11 brot.es en promedio en la variedad Conchet.a, 

ut.ilizando el MS al 60 ~ de sales minerales, 
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8.- La combinación de AIB 0.1 mg/lt. y K O.S, 1.0 mg/lt. se tiene 

la mayor elongación de los brotes en la variedad Niki ta rose, 

utilizando el MS al 100 % de sales minerales. 

9.- El realizar los subcultivos resul~a ser satisractorio, ya 

que aumenta notablemente el n\lmero de brotes: por tubo. siendo 

mayor la repuesta de la variedad Conchet.a. Por lo que se puede 

obtener un gran número de plantas y calcular el mismo en un 

tiempo determinado. 

10.- El adicionar al MS al 50 ~de sales minerales 0.3 mg/lt. de 

AIB permite emitir raices a los Q dias y plant.as terminadas a los 

12 a 14 dias, con una buena calidad del brotes en aspecto risico y 

elongación del mi$mo, 

11. - Mediant.e la técnica de la mieropropagación se puede 

obtener plantas libres de patógenos y de la calidad suricient.e, 

qu8 permit.iria a los rloricult.ores resolver en parle el problema 

de la import.ación de material vegetal. 
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