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RESUMEN

El presente proyecto denominado: “EVALUACION DE EXPLANTES DE DOS
VARIEDADES COMERCIALES DE CLAVEL (Dianthus caryophyllus L.)
MEDIANTE = PROPAGACION IN  VITRO UTILIZANDO DOS
CITOQUININAS EN CUATRO DOSIS” se ha desarrollado de acuerdo al
reglamento de la unidad de titulacion de la carrera de Agronomia; vigente en la
Universidad Estatal de Bolivar. El objetivo general que se ha planteado en la
investigacion es el de evaluar explantes de dos variedades de clavel; “Lege verde”
(verde) & ‘“Amapola” (roja), mediante propagacion in vitro utilizando dos
citoguininas; Kinetina & Bencil adenina, en cuatro dosis; 0mg/L, 2mg/L, 4mg/L
y émg/L. Y como objetivos especificos identificar que variedad tiene una mayor
propagacion; determinar la dosis 6ptima de citoquinina que ayuda a una mayor
propagacion; valorar el costo-beneficio del proceso de obtener explantes de clavel

con la 6ptima dosis de citoquininas.

Los resultados fueron evaluados mediante la prueba de Tukey al 5%; usando un
disefio DCA en arreglo factorial AXBXC (2x2x4xRepeticiones 3), con un total de
16 tratamientos; obteniendo por resultados que la mejor variedad el “Lege verde”
tratamiento 8 (T8), en arreglo factorial A1B2C4 (Clavel verde + 6mg/L de Bencil
adenina) con los mejores resultados en las variables evaluadas como fueron;
namero de brotes por explante (NBE), longitud de los brotes (LB), nimero de
hojas por brote (NHB), dias a la emision de raices (DER), nimero de raices (NR),
longitud de raiz (LR),y nuimero de explantes contaminados (NEC); con un

costo/beneficio de 1,10.

Palabras clave: Bencil adenina, costo/beneficio, propagacion in vitro, prueba de

Tukey, kinetina, y variedad.
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SUMMARY

This project called: "EVALUATION OF EXPLANTS OF TWO COMMERCIAL
VARIETIES OF CARNATION (Dianthus caryophyllus L.) BY IN VITRO
PROPAGATION USING TWO CYTOKININS IN FOUR DOSES" has been
developed in accordance with the regulations of the degree unit of the Agronomy
career; current at the State University of Bolivar. The general objective that has
been set in the research is to evaluate explants of two varieties of carnation; "Lege
verde" (green) & "Amapola"” (red), by in vitro propagation using two cytokinins;
Kinetin & Benzyl adenine, in four doses; Omg/L, 2mg/L, 4mg/L and 6mg/L. And
as specific objectives, to identify which variety has a greater spread; determine the
optimal dose of cytokinin that aids further spread; To assess the cost-benefit of the
process of obtaining carnation explants with the optimal dose of cytokinins.

The results were evaluated using Tukey's test at 5%; using a DCA design in
factorial arrangement AXBXC (2x2x4xRepetitions 3), with a total of 16
treatments; obtaining by results that the best variety the "Lege verde™ treatment 8
(T8), in factorial arrangement A1B2C4 (Green carnation + 6mg/L of Bencil
adenine) with the best results in the variables evaluated as they were; number of
shoots per explant (NBE), shoot length (LB), number of leaves per shoot (NHB),
days to root emission (DER), number of roots (NR), root length (LR), and number
of contaminated explants (NEC); with a benefit/cost of 1.10.

Keywords: Benzyl adenine, benefit/cost, in vitro propagation, Tukey's test,

kinetin, and variety.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

La produccion mundial de flores en sus comienzos era impulsada por el desarrollo
de las economias de los paises, en especial se destaca el auge propagado por
Europa Occidental, América del Norte, Canada y Japon los cuales, aportan con el
50% de la comercializacion de flores de corte. Ademas, los paises que tienen la
demanda de importacion de flores, podemos indicar que sus requerimientos de
este producto oscilan desde el 10% al 15%. (Solano & Garcia, 2020)

A nivel nacional los cultivos permanentes ocupan 1.4 millones de hectareas; el
cultivo permanente del clavel registra 88 hectareas sembradas y 82 hectareas
cosechadas, por lo que se encuentra en tercer puesto con 143 millones de tallos
cortados; en segundo lugar gypsophila con 284 millones y primer lugar la rosa
con 3.648 millones. (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2021)

El 97% de las empresas productoras de flores en Ecuador se encuentran ubicadas
en las provincias de Cotopaxi, Pichincha, Carchi, Tungurahua, Imbabura y Azuay.
(Bastidas Ramirez & Bucheli Rosales, 2020). El sector floricola genera el 7,3% de
ingreso de divisas al pais. En la informacion estadistica mensual de exportaciones
FOB (Free on Board) en producto principal en el afio 2020 las exportaciones de
Primarios el rubro “Flores naturales” registro 827.142,105 USD FOB lo que
representa el 5,14%, de un Total de Exportaciones Primarios de 16.092.164,552
USD FOB vy el 4,09%, de un Total de Exportaciones (Exportaciones Primarios +
Exportaciones Industrializados) de 20.226.568,002 USD FOB. (Banco Central del
Ecuador, 2020)

En este proceso de investigacion, la hormona vegetal es un compuesto organico
sintetizado en un lugar de la planta y traslocado a otra parte donde, en
concentraciones muy bajas, produce una respuesta fisiologica. Citoquininas; se
encuentran en tejidos que se dividen de forma activa como meristemas, semillas

en germinacion, frutos en maduracion y raices en desarrollo, interacttan con las



auxinas, ya que estimulan el desarrollo de las yemas laterales, contrarrestando la
dominancia apical, retrasan la senescencia foliar al estimular la movilizacion de
nutrientes y la sintesis de clorofila; antecedentes sugieren, que se sintetizan en la
raiz y son transportadas a las hojas por la corriente de transpiracion. (Blanco,
2019)

Cabe indicar que en la provincia de Bolivar no existe informacion acerca del
presente cultivo estudiado, por tanto con mi analisis previo, estoy convencido que
la presente tesis contribuye con informacién muy importante, sobre la
multiplicacién in vitro de explantes de clavel de las variedades verde (Lege verde)
y roja (Amapola). Para lo cual esta investigacion se plante6 determinar la dosis
adecuada para desarrollar los explantes de clavel (Dianthus caryophyllus L.)
mediante una micropropagacion in vitro, con la obtencion de esta informacion se
tiene un expediente préctico para obtener plantulas de clavel saludables y de gran
valor comercial. Ademas con la micropropagacion, en periodos cortos de tiempo
el nivel poblacional es significativamente mayor, asi he conseguido con la
presente investigacion practica, proveer a los productores floricolas una
herramienta tedrica Gtil para mejorar sus cultivos a mayor escala, con mejores

ingresos econdémicos.



1.2. PROBLEMA

La propagacion del clavel a campo abierto o bajo invernadero tiene una serie de
problemas de plagas y enfermedades lo que no permite al floricultor obtener la
rentabilidad deseada, cuando realiza su produccion de manera tradicional; en
cambio, mediante la produccion por explantes con la técnica que he estudiado se
pretende disminuir los problemas mencionados anteriormente, por lo tanto al
realizar estos trabajos de investigacion se proyectd dar un mejor manejo integral
del cultivo del clavel al proporcionar explantes sanos y en grandes cantidades para
un inicio de un buen cultivo minimizando pérdidas y costos en las primeras

etapas del cultivo.

La produccion de flores, como el clavel, la rosa y el crisantemo, son de mayor
comercializacion en el ambito Internacional, es una muestra clara del desarrollo
que ha tenido el sector floricola, en especial en la ultima década, cuando su
calidad y reconocimiento han dado la vuelta al mundo.

Dada la importancia del cultivo de clavel a nivel Nacional y particularmente en la
region Sierra de nuestro Pais, considerando que la planta de clavel presenta una
vida util de 2 afios aproximadamente, es necesario que se deba proveer de
plantulas adecuadas periddicamente, para lo cual se debe enraizar esquejes
obtenidos a partir de plantas madre. Dicha actividad se viene realizando de
diferentes maneras en las empresas productoras de clavel, hasta el momento no
existe una investigacion que valide los procesos ejecutados por los mismos o que
se haya determinado las mejores condiciones para obtener plantulas de clavel de
buena calidad, lo cual es imprescindible y determinante realizarlo para una

produccidn exitosa.

La presente investigacion pretende adaptar una metodologia existente, como es la
multiplicacion in vitro utilizando dos variedades de clavel con dos tipos de
citoquininas en cuatro dosis y mejorar la calidad de plantas para poder ofertar a
los diferentes productores de la region lo que permitird formar viveros

ornamentales con plantas de calidad lo que facilitardA un mayor desarrollo en



menor tiempo e igual que el inicio de su produccion en nuestro territorio

provincial.

Con la informacién que se recab0 de esta investigacion, se pretende beneficiar a
pequefios y medianos floricultores, al proporcionar un referente sobre si optar por
el uso de explantes in vitro y asi estos reduzcan sus gastos en cuestion de mermas
por la no germinacion o contaminacion en el semillero, esta alternativa en el que
el material es de gran calidad también se reducirian los insumos a usar de forma

preventiva durante la etapa germinativa del clavel.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general:

Evaluar explantes de dos variedades de clavel (Dianthus caryophyllus L.)

mediante propagacion in vitro utilizando dos citoquininas en cuatro dosis.
1.3.2. Objeticos especificos:

e Identificar que variedad tiene una mayor propagacion.

e Determinar la dosis Optima de citoquinina que ayuda a una mayor
propagacion.

e Valorar el costo-beneficio del proceso de obtener explantes de clavel con

la 6ptima dosis de citoquininas.



1.4. HIPOTESIS

Ho: La evaluacion de los explantes de clavel mediante propagacion in vitro,

utilizando dos tipos de citoquininas, en cuatro dosis; son similares.

Ha: La evaluacion de los explantes de clavel mediante propagacion in vitro,

utilizando dos tipos de citoquininas, en cuatro dosis; son diferentes.



CAPITULO 1I

2.1. MARCO TEORICO
2.1.1. Historia

En el afio 300 a.c; Teofrasto escribié que Dianthus traducido al griego significa
Flor divina, por su deliciosa fragancia, y el nombre de la especie caryophillus, se
utilizé un nombre genérico (clavo), nombre comdn que probablemente se derive
de coronacion ya que los griegos tejian haciendo coronas para sus atletas, sin
embargo, el nombre comun del clavel deriva del latin caryophyllus, por su
semejanza del perfume de la flor de clavo usado como condimento de cocina.
(Larson, 2020)

El clavel (Dianthus caryophyllus L.) comercial pertenece al género Dianthus,
familia Caryophyllaceae, especie Dianthus caryophyllus, esta especie en la
actualidad es derivada de especies ancestrales de D. caryophyllus, originario del
mediterraneo y es nativo de Europa Meridional y Asia Occidental (Asia menor,
Africa, Japon e Himalaya). Son plantas con tallos largos y derechos, con flores de
todos los colores, los mas utilizados son “Clavel estandar o uniflora” tiene una
sola flor por tallo y el “clavel spray” multiflora 0 mini. Florecen todo el afio y en
sus variedades comerciales pueden llegar a producir hasta 20 tallos al afio.
(Filgueira, 2021)

Las flores de verano en algunos paises se siembran y se cosecha solamente en
verano. Sin embargo, en Ecuador por sus condiciones climaticas florecen en todo
el afio a una altura de entre 2200 y 2700 metros, lo cual da como resultado una
flor de calidad atractiva para los compradores en el exterior. (PRO ECUADOR,
2020)

El clavel silvestre es una planta perenne corta / mediana (30-100 cm), sin pelo,
con hojas cerosas, lisas, lineales, planas, glaucas en varios tallos verticales con
brotes laterales cortos y estériles. Las flores miden 35-40 mm de ancho, nacen en

grupos sueltos de hasta cinco, muy fragantes, con cuatro petalos de color rosa



purpura (a veces blancos) que estdn finamente dentados. Epicalyx con dos a
cuatro segmentos cortos, puntiagudos, un cuarto del largo del céliz. Hoy en dia, se
cultivan cientos de variedades, tanto como ‘estandares’ como 'aerosoles’; estos
ultimos a menudo se denominan "miniaturas”. En los estandares, los botones
florales laterales se eliminan para dejar una sola flor terminal, de 5-7,5 cm de
ancho, que es doble, generalmente roja, rosada o blanca (o incluso de dos tonos)

y, a veces, muy fragante. (CABI digita llibrary, 2019)
2.1.2. Etimologia

Del griego karya= nogal y phyllon= hoja, en referencia al aroma de las hojas del
nogal, de donde se tomd el nombre para el clavo de olor y luego para el clavel. Es
una planta perenne de base lefiosa con tallos de hasta 80 cm de altura, glabros y de

dia largo. (Infoagro, 2019)

2.1.3. Clasificacion Taxonémica

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Caryophyllidae

Orden Caryophyllales

Familia Caryophyllaceae

Tribu Caryophylleae

Género Dianthus

Especie Dianthus caryophyllus L.

Fuente: (CABI digita llibrary, 2019)



2.1.4. Caracteristicas Botanicas
e Raiz

Es un 6rgano cuyas principales funciones son; Anclaje y Absorcion del agua y
minerales del suelo. Ella realiza la absorcion del agua como funcion principal en
mayor cantidad en esta region a través de los pelos absorbentes, penetrando en un
grado menor en otras células de la epidermis de la misma. La raiz del clavel es de
tipo fibroso y cuenta con numerosas raicillas primarias, secundarias y terciarias a

partir de su tallo. (Pizano de Marquez, 2020)

e Tallo

Es un drgano que tiene como funciones principales: el soporte, la exposicion de
las hojas, el transporte de agua y nutrientes. Cada tallo de floracion se origina de
una rama o brote que emerge de un lado de un nudo inferior desarrollando de 15-
18 nudos con 2 hojas opuestas en cada uno; el primer nudo que se origina en la
base es el més vegetativo que los otros nudos sucesivos hacia arriba. (Larson,
2020)

e Hojas

Las hojas son opuestas, simples, lineales, gris verdes y a menudo fuertemente
glaucas a azul verde. Las flores tienen cinco pétalos, con un margen festoneado
tipico, y (en casi todas las especies) de color rosa fuerte a rosa palido. Las hojas
son lineales de 0.8-1.5 cm de longitud, planas y blandas, acuminadas y glaucas,
con la base envainada. Son hojas simples de disposicion opuestas; estipulas
presentes, reducidas o ausentes, son hojas angostas parecidas a hierba a menudo

gris-verdosa aspera y dura en el margen. (Lamborn, 2019)

e Flores

Son terminales de ramas pedunculadas que salen de los nudos superiores del tallo
y pueden ser de colores variados. Presentan de 4-5 pétalos, (del clavel) de 8-10

estambres y ovarios supero. (Lamborn, 2019)



e Fruto

Es una cépsula dehiscente apicalmente para valvula, con placentacion central.
(Lamborn, 2019)

2.1.5. Climatologia del cultivo

e Temperatura diurna sobre los15-18°C, no superando los 21°C en verano.

e Temperatura nocturna entre los 10-12°C.

e Temperaturas mas frescas reducen la produccion, pero mejoran la calidad de
las flores.

e El minimo de temperatura para el crecimiento vegetativo esta situado en torno
a los 8°C, aungue el clavel soporta hasta los -3/-4°C sin helarse

e Latemperatura maxima esta alrededor de los 35°C.

e Necesita una iluminacién de 40.000 lux. La luz también determina la rigidez
del tallo y el tamafio y numero de flores.

e Requiere de una humedad relativa media en torno al 60-70%
(Novagric, 2020)

2.1.6. Suelos del cultivo

El cultivo del clavel prefiere suelos arenosos, porosos, con elevada capacidad de
drenaje y en ninguna variedad es adecuado un alto contenido de arcillas. Soporta
salinidades altas tanto del suelo como del agua de riego; siendo el éptimo de

produccién de 2 mmhos/cm. Ademas requiere pH entre 6,5y 7,5. (Infoagro, 2019)
2.1.7. Requerimientos de macro y micro nutrientes del clavel

En plantas de clavel el Sodio y el Potasio son competitivos, independiente de
otros iones presentes; probablemente hay un cierto nivel de sodio en el cual se
mejora considerablemente la absorcidén de otros cationes; sin embargo, el sodio
puede ser un problema cuando el potasio en la solucion nutritiva es
extremadamente bajo. El clavel también tiene la capacidad absorber calcio tan
facilmente como potasio, lo cual es diferente de muchas otras plantas reportadas

en la literatura. Los autores también sugieren que probablemente hay tres sistemas
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que operan en la absorcion de cationes por la planta de clavel: cuando hay un buen

suministro de potasio, la presencia de potasio suprime la absorcion de sodio;

cuando hay un suministro deficiente de potasio los cuatro iones K, Na, Ca y Mg

compiten por absorcion; magnesio y calcio pueden ser absorbidos por un sistema

separado en el que compiten por igual para la absorcion. (Holly & Baker, 1991)

2.1.8. Plagasy enfermedades

¢ Plagas

Nombre Comun

Nombre
cientifico

Descripcion

e Tortrix
surafricana

Epichoristodes
acerbella

Lepiddptero cuyas larvas comen las
hojas y perforan los botones florales,
devorandolos. Tienen entre tres y cuatro
generaciones anuales.

e Tortrix
europeo

Cacoecimorpha
pronubana

Lepiddptero cuyas larvas comen las
hojas y perforan los botones florales,
devorandolos. Tienen entre tres y cuatro
generaciones anuales.

e Pulgones

Myzus persicae

Es una plaga muy frecuente en el cultivo
del clavel. Los pulgones pican las hojas
y flores para succionar los azlcares que
se transportan por el floema.

En el invernadero, se reproducen por
partenogénesis sin necesidad de machos.
Todos los individuos son hembras y cada
hembra origina varias mas. Esta facultad
de reproducirse una hembra sin
necesidad del macho es la que origina la
violencia de la plaga, ya que un
individuo puede madurar y reproducirse
a la semana de su nacimiento.

Solo cuando llegan los dias cortos del
invierno los pulgones producen huevos.

La plaga se reaviva en la primavera y
baja con los fuertes calores del verano.

e Trips

Frankliniella
occidentalis

Son pequerios insectos chupadores que
tienen varias generaciones anuales.
Debido a su pequefio tamafio, un adulto
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puede penetrar facilmente cuando se
haya formado el botdn floral al interior
de este y realizar alli su puesta. Los
nuevos individuos se alimentan de los
pétalos que se estan desarrollando y
cuando la flor madura aparecen
decoloraciones sobre los bordes de los
pétalos.

En algunas ocasiones atacan a los nuevos
brotes, retrasando el desarrollo.

Suelen atacar desde la primavera y son
activos también durante el verano, hasta
otofio

e Minadores

Psedonapomyza
dianthicola

Se trata de un diptero frecuente en la
zona mediterranea. Sus larvas forman
galerias en las hojas. Produce un
debilitamiento y una depreciacion
comercial de los claveles.

Fuente: (Criollo Aguilar, 2019)

e Enfermedades

Nombre Comun

Nombre
cientifico

Descripcion

e Fusariosis

Fusarium
oxysporum f.
sp. dianthi

Se trata de una enfermedad grave que es
preciso combatir, ya que produce dafios
importantes. Esta enfermedad progresa de
abajo hacia arriba, pues si examinamos
las plantas menos afectadas se observa
que las hojas inferiores estan secas y las
superiores no y que cuanto mas afectada
esta la planta menos hojas superiores
guedan sanas.

Solo en los estados finales, el tallo
muestra agrietamiento por la parte
exterior y toma el aspecto de lefia seca.

Al principio las raices permanecen
intactas, pero mas tarde se pudren y al
arrancar una planta se rompe por el cuello
quedando parte de las raices en la tierra.

¢ Roya

Uromyces

Produce manchas pulverulentas sobre los
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caryophillinus

tallos y hojas, que se deben a las esporas,
amarillas y luego pardas.

Aparecen sobre todo en primavera y
otofio.

Mancha foliar

Pseudomonas
andropogonis
(Smith)
Stapp

Es una bacteria gram-negativa con forma
de bastoncillo, crece bien en cultivo a 25-
32°C, pero no se desarrolla a 37°C.

Los sintomas se manifiestan en el follaje
al formarse lesiones circulares a
irregulares con centros marrones y bordes
de color pardo rojizo, con o sin halos
cloroticos. Es corriente una necrosis de
color pardo rojizo en el borde de las
hojas. Las lesiones pueden ser delineadas
en los nervios. Pueden aparecer arrugas
en las hojas y defoliacion.

En condiciones de elevada y prolongada
humedad de las hojas, las lesiones foliares
pueden ser de color negro.

Mosaico foliar:

Virus del
jaspeado del
clave

Carnation
Mottle
Carmovirus
(CarMV)

Los virus del jaspeado (CarMV) y de las
manchas anulares (CRSV) son pequefios
virus isométricos de ARN.

En condiciones naturales, el CarMV solo
infecta practicamente a la familia
Caryophyllaceae, aunque ocasionalmente
se le haya encontrado en la begonia.

Aunque parece que las flores son poco
afectadas, se ha comprobado una
atenuacion de la coloracién en algunos
cultivares de flor roja.

En condiciones de cultivo intensivo de
invernadero, el CarMV y el CRSV, que
son transmisibles mecanicamente, se
propagan facilmente de planta a planta
por las heridas.

Mosaico foliar:

Virus de las
manchas
anilladas del
clavel

Carnation
Ringspot
Dianthovirus
(CRSV)

Los virus del jaspeado (CarMV) y de las
manchas anulares (CRSV) son pequefios
virus isométricos de ARN.

En condiciones naturales, el CarMV solo
infecta practicamente a la familia
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Caryophyllaceae, aunque ocasionalmente
se le haya encontrado en la begonia.

Aunque parece que las flores son poco
afectadas, se ha comprobado una
atenuacion de la coloracién en algunos
cultivares de flor roja.

En condiciones de cultivo intensivo de
invernadero, el CarMV y el CRSV, que
son transmisibles mecanicamente, se
propagan facilmente de planta a planta
por las heridas.

e Variegado Carnation Se trata de un Potyvirus que provoca
floral: Vein Mottle sobre los cultivares americanos un
Virus del Potyirus jaspeado foliar difuso localizado cerca de
mosaico de las las nerviaciones, estos sintomas bastante
e (CVMV) .
nerviaciones del benignos, quedan enmascarados en
clavel invierno.
El CVMV es transmisible mecanicamente
y por pulgones bajo la forma no
persistente. Esta enfermedad es mas rara
en invernadero.
La gravedad de los sintomas foliares
excluye cualquier tipo de
comercializacion.
e Elgrabadoo Carnation Este virus pertenece al género de los
etched ring Etched Ring | Caulimovirus, infectando solamente a las
Virus plantas de la familia Caryophyllaceae.
(CERV) El gravado del clavel se manifiesta por

pequefias manchas necréticas en lineas o
anillos sobre el limbo recordando a los
dafios ocasionados por los trips. En
ocasiones, las necrosis se ensanchan en
placas bordeadas de color pardo o
purpura, situadas en la punta de las hojas,
provocando deformaciones en el limbo.

Los sintomas son mas 0 menos Severos
segun las variedades y las condiciones de
temperaturas, llegandose a agravar en el
caso de infeccion doble con el CarMV.

Esta enfermedad se propaga por los
esquejes cosechados de plantas infectadas
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y también por pulgones (Myzus persicae)
en la forma semipersistente.

El Carnation El causante de esta enfermedad es un
debilitamiento | stunt viroide llamado Carnation stunt
0 stunt del associated associated viroid (CarSAVd) es
clavel A considerado como el responsable
viroid ; .
q potencial de los sintomas de
(CarSAVd) | gepilitamiento.

El debilitamiento del clavel es una
afeccion que procede de alteraciones
importantes del crecimiento de los
claveles atacados; a continuacion de una
proliferacion anarquica de las yemas
axilares, las plantas enfermas toman un
aspecto vegetativo achaparrado, siendo
frecuente la ausencia total de floracion.

Fuente: (Criollo Aguilar, 2019)

2.1.9. Variedades de clavel

Clavel de Niza: Son cada vez menos cultivados; “Legion d' Honneur” (rojo),
“BB” (rosa), “Candide” (blanco).

Clavel americano o Sim: Mono o uniflor, son cada vez menos cultivados;
“Scania 3C” (rojo), “Le Réve” (rosa), “Florence” (blanco), “Harvest Moon”
(naranja).

Clavel miniatura, multiflores (a veces uniflores) o “Spray”: “New Elsy”
(rojo), “Tony” (naranja), “White Elegance” (blanco), “Tip-Top” (estriado),
“Castillo” (naranja), “River Orange” (naranja), “Silver Pink” (rosa), “Teddy”
(rosa). En este caso, se pretende que el clavel tenga mayor nimero de botones
florales. Los pedunculos de Spray no deben ser muy largos porque se pierde la
flor.

Clavel mediterréaneo o claveles hibridos uniflores o estandar: Son cada vez
mas cultivados y tolerantes a fusariosis: “Amapola” (rojo), “Ronja” (rosa),
“Candy” (amarillo), “Happy Candy” (bicolor), “Virginia” (blanco), “Lege
verde” (verde). La flor debe ser proporcional a la longitud de la vara, la cual
debe ser paralela respecto al tallo. En el caso de claveles estandar, son mejores

las variedades con menos tendencia a emitir brotes laterales. Sin embargo, en
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el caso del clavel spray, se seleccionan variedades capaces de emitir brotes
laterales. (Infoagro, 2019)

2.1.10. Propagacion in vitro

El cultivo in vitro o cultivo de tejidos vegetales, fue desarrollado a partir de la
investigacion de botéanicos y fisidlogos vegetales desde 1950. Actualmente se ha
convertido en una herramienta internacional importante en la seleccion,
cruzamiento, control de enfermedades y produccion en masa de cultivos de
cosecha e involucra diferentes plantas en agricultura, horticultura, forestales y
frutales. (Bisang, Campi, & Cesa, 2020)

El nombre de cultivo in vitro proviene del hecho de que todo el cultivo se realiza
habitualmente en recipientes de vidrio aunque actualmente también se utilizan
otros materiales como el polipropileno. El cultivo in vitro se basa en el principio
de la totipotencia, el cual establece que las células son autosuficientes y que en
principio tienen la capacidad de regenerar una planta completa; las células de las
plantas que se encuentran ya diferenciadas estan determinadas y normalmente no
se dividen. La divisién y diferenciacion de estas células puede inducirse si se
colocan porciones de tejido (explantes) en un medio de cultivo adecuado que
contenga los nutrientes y los aditivos necesarios. Mediante el uso de citocinas y
auxinas se puede obtener respuesta en los explantes y manipulando la proporcién
de estos dos reguladores de crecimiento, los explantes pueden desarrollar plantas
directamente o bien callos que posteriormente se diferencian aleatoriamente en

tejidos vasculares brotes y/o raices. (Estopa Bagot, 2020)

La micropropagacion o propagacion clonal es una de las aplicaciones mas
extendidas del cultivo in vitro, en el que la micropropagacion obtiene
descendientes idénticos genéticamente a la planta a partir de un fragmento

(explante) de una planta madre, denominado clon. (Martinez & Gago, 2019)

Los explantes mas comunes que se utilizan para la propagacion in vitro son los
brotes vegetativos de las plantas; las macetas de las plantas, se colocan en un

estante con luz artificial dentro de la cdmara de cultivo, donde la temperatura se
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regula en valores de 21 a 23 °C, ademas de la posibilidad de controlar el nimero
de horas de luz. Por su parte, la solucion madre consiste en una mezcla de sales
minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento, azlcar, agua y agar. La
composicion del medio depende del tipo de planta y la etapa de

micromejoramiento. (Castillo, 2019)
2.1.11. Citoquininas

A diferencia de las hormonas animales, las hormonas vegetales se producen en las
células de la planta, sin formar glandulas y se definen como compuestos organicos
que se sintetizan en una parte de la planta, y se trasladan a otro sitio donde ejercen
su accion fisioloégica en muy bajas concentraciones, muy por debajo de la
concentracion de otros compuestos como nutrientes y vitaminas y que en dosis
maés altas los afectan. Regulan procesos de correlacion, es decir que, recibido el
estimulo en un 6rgano, lo amplifican, traducen y generan una respuesta en otra

parte de la planta. (Cruz Aguilar, Melgarejo, & Romero, 2019)

Una hormona vegetal o fitohormona es un compuesto producido internamente por
una planta, que ejerce su funcién en muy bajas concentraciones y cuyo principal
efecto se produce a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los
vegetales y permitiendo su control. Los reguladores vegetales son compuestos
sintetizados quimicamente u obtenidos de otros organismos y son, en general,
mucho mas potentes que los andlogos naturales. ES necesario tener en cuenta
aspectos criticos como oportunidad de aplicacion, dosis, sensibilidad de la
variedad, condicion de la planta, etc; ya que cada planta requerird de unas
condiciones especificas de crecimiento que pueden afectarse por la concentracion
de ellos en el medio. Los reguladores vegetales son productos sintéticos que se
han convertido en las primeras herramientas capaces de controlar el crecimiento y
actividad bioquimica de las plantas por lo que su uso ha aumentado en los ultimos
afos. (Alcantara Cortes, Steven, Godoy, & Sanchez Mora, 2019)

Las citoquininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacion y
division celular, suelen inducir la iniciacion y elongacion de las raices al igual que

pueden activar la senescencia de las hojas, permitiendo estimular el desarrollo
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fotomorfogénico vegetal y jugar un rol importante en el aumento y generacién de
la produccién de brotes a nivel vegetal. Se sabe que estas fitohormonas suelen
producirse de manera abundante en la punta de la raiz y suelen transportarse
principalmente por el xilema vegetal hacia las partes aéreas de la planta (hojas).
(Alcantara Cortés, Steven, Godoy, & Sanchez Mora, 2019)

La hormona atraviesa la membrana celular y entra al citoplasma, se une a un
receptor (complejo hormona-receptor), el complejo puede disociarse o puede
entrar en el ndcleo como tal y afectar a la sintesis de los ARNm. La respuesta
fisiologica que produce la transduccion; o la hormona se une a un receptor de
membrana, la unién hormona-receptor produce cambio conformacional Cascada
interna de reacciones citoplasmicas, estas pueden producir efectos muy variados
como nuevas actividades enzimaticas, modificacion de procesos metabolicos,
induccidn de sintesis de ARNm, etc. (Blanco, 2019)

La kinetina es un regulador de crecimiento similar a la citoquinina que promueve
la division celular. Induccidn de la formacion de callos y regeneracion de tejido de
brotes a partir de callos, se puede utilizar para producir nuevas plantas a partir del
cultivo de tejidos; disminuye las caracteristicas del envejecimiento, como la tasa

de crecimiento y el tamafio de las células. (Squeo, 2021)

Bencil adenina esta es una citoquinina que tiene muchos efectos en las plantas, ya
que favorece la absorcidn de nutrientes como aminoacidos, elementos y
reguladores de crecimiento desde el sitio de aplicacion, acelera el crecimiento y la
division celular, produce nuevos brotes y mejora la ramificacion y la floracion de
las plantas. El grosor del tallo y el tamafio de las hojas también aumentaron. Se

puede utilizar desde la germinacién hasta la cosecha. (Cortes, 2020)
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CAPITULO III

3.1. MARCO METODOLOGICO

3.1.1. Localizacion de la investigacion

Provincia: Bolivar
Canton: Guaranda
Parroquia: Veintimilla
Sitio: Laguacoto |1

3.1.2. Situacion geografica y climatica

Altitud: 2622 msnm
Latitud: 01°36°52°S
Longitud: 78° 59’ 54”°W
Temperatura media anual: 145°C
Temperatura maxima: 23°C
Temperatura minima: 2°C
Precipitacion media anual: 880 mm
Heliofania: 850 horas/ luz/afo
Humedad relativa promedio anual: 63 %

Velocidad promedio anual del viento: 6 m/s

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, ANAMHI, 2019; Estacién

meteoroldgica Laguacoto; Cédigo: M1107

3.1.3. Zona de vida

El sitio segun el sistema de zonas de vida de Leslie R. Holdridge, corresponde a la

formacion de Bosque seco Montano Bajo. (bs-MB). (Holdridge, 1967)

3.1.4. Material experimental

e Citoquininas; Kinetina & Bencil adenina

e Plantulas de clavel
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3.15.

Equipo de laboratorio

Agitado magnético
Autoclave vertical
Balanza analitica
Céamara de flujo laminar
Destilador de agua
Erlenmeyer

Horno de microondas
Mecheros

pH metro

Pinzas

Refrigerador

. Material de campo

Agua

Fundas plésticas
Papel periddico
Recipiente

Sacos

. Material de laboratorio

Bisturi

Cajas Petri de vidrio

Erlenmeyer de 1000, 500, 250, y 100 mL
Espéatulas

Frascos de vidrio de 250 mL

Frascos de vidrio de 250mL

Mangos para bisturi N-4

Mecheros de alcohol

Papel aluminio
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e Pinzas de diseccion

e Pisetas

e Probetas aforadas de 500, 250, 100 y 25 mL

e Reactivos

e Ropa de trabajo en laboratorio

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion de 1000, 500, 250 y 100 mL

3.1.8. Materiales de oficina

e Calculadora

e Computadora

e Flash memory

e Lépices

e Papel boom

e Programas estadisticos
e Regla

e Smartphone

e Tablero de datos
3.1.9. Métodos
e Factores en estudio
e Factor A: Variedades

Al: Clavel verde (Variedad “Lege verde”)
A2: Clavel rojo (Variedad “Amapola”)

e Factor B: Citoquininas

B1: Kinetina

B2: Bencil adenina
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e Factor C: Dosis de reguladores de crecimiento

C1: Omg/L
C2: 2mg/L
C3: 4mg/L
C4: emg/L

3.1.10. Tratamientos

Combinacién de factores A x B x C (2x2x4) como se detalla en la siguiente

Cuadro:

Tratamiento Cddigo Detalle

T1 A1B1C1 | Clavel verde Testigo

T2 Al1B1C2 | Clavel verde + 2mg/L de Kinetina

T3 A1B1C3 | Clavel verde + 4mg/L de Kinetina

T4 Al1B1C4 | Clavel verde + 6mg/L de Kinetina

T5 A1B2C1 | Clavel verde Testigo

T6 Al1B2C2 | Clavel verde + 2mg/L de Bencil adenina
T7 Al1B2C3 | Clavel verde + 4mg/L de Bencil adenina
T8 A1B2C4 | Clavel verde + 6mg/L de Bencil adenina
T9 A2B1C1 | Clavel rojo Testigo

T10 A2B1C2 | Clavel rojo +2mg/L de Kinetina

T11 A2B1C3 | Clavel rojo +4mg/L de Kinetina

T12 A2B1C4 | Clavel rojo + 6mg/L de Kinetina

T13 A2B2C1 | Clavel rojo Testigo

T14 A2B2C2 | Clavel rojo + 2mg/L de Bencil adenina
T15 A2B2C3 | Clavel rojo + 4mg/L de Bencil adenina
T16 A2B2C4 | Clavel rojo + 6mg/L de Bencil adenina

3.1.11. Tipo de disefio experimental

Se utilizd6 un disefio completamente al azar (DCA) en arreglo factorial

(2x2x4xRep. 3)
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3.1.12. Procedimiento

Localidad 1
NUmero de tratamientos 16
NUmero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales 48
NUmero de explantes 48

3.1.13. Tipo de analisis
Anélisis de varianza (ADEVA), segun el siguiente detalle: 2x2x4 rep.3

Fuente de Variacion Grados de libertad | CME

Repeticiones (r-1) 2 I2e + 1612 bloque

Factor A (a-1) e + 246°FA

Factor B (b-1) 1’e + 246°%FB

Factor C (c-1) 1?e + 120%FC

Factor AxC (a-1) (c-1) e + 6FA xFC

Factor BxC (b-1) (c-1) e + 6FBxFC

1
1
3
Factor AxB (a-1) (b-1) 1 1?e + 12FA xFB
3
3
3

Factor AXBxC (a-1) (b-1) (c-1) I12e + 3FA xFBxFC

Exp (t-1) (r-1) 30 I2e

Total (tx r)-1 47

e Analisis de correlacién y regresion lineal simple.
e Analisis de efecto principal para factor B.

e Prueba de Tukey al 5% para comprobar promedios de tratamientos y factor C.

Se usé la prueba de Tukey ya que esta permite crear intervalos de confianza para
todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores

mientras controla la tasa de error por familia en un nivel especificado.
3.1.14. Métodos de evaluacion y datos a tomarse
e Numero de brotes por explante (NBE)

El nimero de brotes por explante se tomo del area de incubacién por observacion
directa a partir de los 45, 60 y 75 dias del ultimo subcultivo a sus respectivos
medios de proliferacion, se consideraron un brote al presentar en este, al menos,

dos hojas desarrolladas.
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e Longitud de los brotes (LB)

La longitud de los brotes se registraron tomando 4 frascos de cada uno de los
tratamientos, la misma que se tomaron a los 45, 60 y 75 dias, desde la base del
tallo hasta el &pice de los brotes, la medicion se lo efectud por la parte exterior del

frasco con la ayuda de una regla expresada en mm.
e Numero de hojas por brote (NHB)

El nimero de hojas por brote se registraron contando el nimero de hojas en los

brotes de los explantes a los 45, 60 y 75 dias, por observacion directa.
e Dias a la emision de raices (DER)

El ndmero de dias a la emision de raices se registraron contando los dias
trascurridos desde la aparicion de las primeras raicillas de los explantes en mas

del 50% de los mismos. Esta actividad se efectud a través de un conteo directo.
e NuUmero de raices (NR)

El nimero de raices se registraron a los 60, 75 y 90 dias, contabilizando las

raices de cada explante, de forma visual en cada uno de los tratamientos.
e Longitud de raiz (LR)

La longitud se tomo en centimetros con la ayuda de una regla, a los 60, 75 y 90

dias, desde la base del cuello hasta la parte terminal o cofia.
e Numero de explantes contaminados (NEC)

El nimero de explantes contaminados, se evaluaron por observacion directa la
presencia de agentes patdgenos causados por hongos durante los 60 dias que es el
tiempo que transcurrié desde la siembra de los brotes, los frascos contaminados se
expresd en porcentaje. Considerando que un frasco de cristal estd contaminado

cuando en la solucion madre se observa la presencia de esporas blanquecinas o
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grises, las cuales con el transcurso del tiempo se diseminan formando una

estructura algodonosa.
3.1.15. Manejo del experimento
e Transporte de las plantas madres a invernadero

Se trasladaron las plantas madres del invernadero ubicado en la provincia de
Cotopaxi canton Pujili a una elevacion de 2.961 m s. n. m; el invernadero que nos
provey6 la materia prima del presente estudio es de propiedad del Sr. Abel
Recalde, con coordenadas -0.9684560, -78.6860630, e ingresadas al invernadero
del laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal de Bolivar, para que
estas cumplan el periodo de adaptacién, desarrollo y monitoreo por posibles

enfermedades.

e Adaptacion en el invernadero

Se realizaron manejos fitosanitario para asegurar que las plantas madres no
contraigan enfermedades o las desarrollen; asi como se realizd las podas
respectivas con la finalidad de tener brotes de calidad consiguientemente se logro

obtener el mejor material para los explantes.
e Seleccion del medio a utilizar

Se seleccionaron la solucién madre segun Murashige y Skoog en el que se afiadid
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, agar y reguladores de crecimiento
Kinetina y Bencil adenina en cuatro concentraciones Omg/L, 2mg/L, 4mg/L y

6mg/L respectivamente con un pH de 5.6- 5.7.
e Preparacion de la solucion madre

Se prepar0 en primera instancia la solucion madre se procedié a pesar en una
balanza analitica, cada uno de los reactivos requeridos los cuales son: Gelificante
Agar, Sacarosa, los reguladores de crecimiento como 6-Bencil adenina, Kinetina,
los micro, macronutrientes y las vitaminas de acuerdo al requerimiento necesario

de la cantidad de medio de cultivo segin Murashige y Skoog (Anexo N°6) a
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preparar para el trabajo de investigacion que sirve para dar la solidificacion al

medio de cultivo.

e Preparacion de la solucion madre en 100 mL con BA (Bencil Adenina)

Para la preparacion de la solucién madre (Anexo N°6.) se procedid a pesar en una
balanza analitica y medir los reactivos requeridos con ayuda del instrumental de
laboratorio como son las probetas, espatulas, pipetas, agitador magnetico, vasos

de precipitacion; para afiadir los siguientes reactivos:
Sacarosa (Azucar)= 30g

Stock N.° 1 (Macronutrientes) = 3mL

Stock N.° 2 (Micronutrientes) =3mL

Stock N.° 3 (Hierro) =3mL

Vitaminas =10mL

BA (Bencil-adenida) = 6mL, 12mL y 18mL
pH=56-5.7

Agar=2.7¢9

IBA (&cido indolbutirico)=9 mL

Colores de identificacion de las dosis de la citoquinina

Amarillo: 6 mL
Azul: BA 12 mL
Rojo: BA 18 mL

En un vaso de precipitacion de 1000mL se coloc6é 450mL de agua destilada, luego
cologué en el agitador magnético y se procedio a introducir cada uno de los
reactivos, seguidamente se aforo con el agua hasta que llegué a 100mL para luego
continuar con la valoracién del pH, en donde finalmente cuando pasé 10 minutos
en el agitador a 260 rpm y 550°C de temperatura se coloco el Agar y se afiadio el

colorante de acuerdo a lo establecido para diferenciar dosis de la citoquinina
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Bencil-adenida, se esper6 hasta el punto de ebullicién para seguidamente proceder
a colocar en los 9 frascos por cada uno de los identificadores de color.

e Preparacion de la solucién madre 100 mL con K (Kinetina)

Para la preparacion de la solucion madre se procedié a pesar en una balanza
analitica y medir los reactivos requeridos con ayuda del instrumental de
laboratorio como son las probetas, espatulas, pipetas, agitador magnético, vasos

de precipitacion; para afiadir los siguientes reactivos:
Sacarosa (Azucar)= 30g

Stock N.° 1(Macronutrientes) = 3mL

Stock N.° 2 (Micronutrientes) =3mL

Stock N.° 3 (Hierro) =3mL

Vitaminas =10mL

K (Kinetina) = 6mL, 12mL y 18mL

pH=56-57

Agar=2.7¢9

IBA (&cido indolbutirico)=9 mL

Colores de identificacion de las dosis de la citoquinina

Verde: K 6mL

Violeta: K 12mL

Naranja: | K 18mL

En un vaso de precipitacion de 1000mL se colocé 450mL de agua destilada, luego
coloqué en el agitador magnético y se procedio a introducir cada uno de los
reactivos, seguidamente se afor6 con el agua hasta que llegué a 100mL para luego
continuar con la valoracion del pH, en donde finalmente cuando haya pasado 10
minutos en el agitador a 260 rpm y 550°C de temperatura se colocé el Agar y se

afiadié el colorante de acuerdo a lo establecido, para diferenciar dosis de la
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citoquinina Kinetina, esperé hasta el punto de ebullicion para seguidamente
proceder a colocar en los 9 frascos por cada uno de los identificadores de color.

e Preparacion de la solucién madre 100 mL Testigo

Para la preparacion de la solucién madre procedi a pesar en una balanza analitica
y medir los reactivos requeridos con ayuda del instrumental de laboratorio como
son las probetas, espatulas, pipetas, agitador magnético, vasos de precipitacion;

para afiadir los siguientes reactivos:
Sacarosa (Azucar)= 30g

Stock N.° 1(Macronutrientes) = 3mL
Stock N.° 2 (Micronutrientes) =3mL
Stock N.° 3 (Hierro) =3mL
Vitaminas =10mL

pH=56-57

Agar=2.7¢9

IBA (&cido indolbutirico)=9 mL

Colores de identificacion del testigo
| Ninguno: | TESTIGO |

En un vaso de precipitacion de 1000mL coloqué 450mL de agua destilada, luego
ubiqué el vaso indicado en el agitador magnético y procedi a introducir cada uno
de los reactivos, seguidamente se aforé con el agua hasta que llegué a ubicar
100mL para luego continuar con la valoracion del pH, en donde finalmente
verifiqué que pas6 10 minutos en el agitador a 260 rpm y 550°C de temperatura se
colocé el Agar no se afiadio colorante, se esperd hasta el punto de ebullicion para

seguidamente procedi a colocar en los frascos.
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e Seleccion de la planta

Seleccioné las plantas madres de las variedades verde (Lege verde) y roja
(Amapola) para proceder a la extraccion de brotes apicales y laterales para
proceder a su desinfeccion previa a realizar la actividad de inoculacion en la

solucion madre.
e Desinfeccion del material experimental

Desinfecté los brotes apicales y laterales, lavé con solucion de jabén liquido al 5%
mas agua en un tiempo de 20 minutos, a continuacion llevé a la cdmara de flujo
laminar donde desinfecté con cloro al 70% durante 10 minutos, luego con el agua
destilada esterilizada procedi a lavar los brotes apicales y laterales por tres veces

consecutivas en un lapso de tres minutos cada lavado.

e Coloqué los explantes en agua destilada con detergente liquido al 5% durante
20 a 30 minutos, y les mantuve en agitacion (manual o con un agitador
magnético).

e En la camara de flujo laminar; sumergi los explantes en una solucion de
hipoclorito de sodio (cloro) al 70% mas Tween 80 (dosis una gota por cada
100 cc) durante 10 minutos (aprox).

e Enjuagué tres veces con agua estéril para eliminar el cloro.
e Introduccién del material in vitro

Se procedio a realizar la siembra, coloqué en la solucién madre estéril, con la
ayuda de las pinzas se introdujeron los explantes a los frascos de vidrio que
contienen medio de cultivo, al finalizar la siembra los frascos de vidrio procedi a
realizar el flameado a lo largo de los bordes superiores y sellé con plastifilm e
identificados con los tratamientos correspondientes. A continuacion esperé el
tiempo establecido para proceder a la toma de los datos de cada una de las

respectivas variables.
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e Se sacaron del vaso de precipitacion con una pinza estéril los explantes y

coloqué en los frascos, tomando un explante a la vez y colocandolos en los

frascos que contienen la solucién madre.

e Se colocaron 2 explantes en cada frasco, procurando que queden separados y

por supuesto en contacto con la solucién madre.

e Se colocaron los recipientes con las explantes en el area de crecimiento, a una

temperatura de incubacion de entre 24 a 26 °C.

CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Resultados ADEVA

e Supuestos de normalidad NBE

Cuadro N° 1

Prueba de normalidad de Shapiro Wilks NBE

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
NBE 45 Dias | 48 2,96 0,85 0,82 <0,0001
NBE 60 Dias | 48 3,04 0,92 0,87 <0,0001
NBE 75 Dias | 48 3,06 0,95 0,89 0,0002
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Grafico N°1
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e Supuestos de varianzas homogéneas NBE 45 dias

Cuadro N° 2

Prueba de Levene NBE 45 dias

F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 0,92 5 0,18 4,73 0,0016
FA 0,04 1 0,04 0,96 0,3337
FB 0,04 1 0,04 0,96 0,3337
FC 0,84 3 0,28 7,24 0,0005
Error 1,63 42 0,04
Total 2,54 47
Graéfico N°2
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e Supuestos de varianzas homogéneas NBE 60 dias
Cuadro N° 3
Prueba de Levene NBE 60 dias
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,2 5 0,24 6,69 0,0001
FA 0,05 1 0,05 1,31 0,2592
FB 0,04 1 0,04 1,17 0,2862
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FC 1,11 3 0,37 10,32 <0,0001
Error 1,51 42 0,04
Total 2,7 47
Grafico N°3
Dispersion NBE 60 dias
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e Supuestos de varianzas homogéneas NBE 75 dias

Cuadro N° 4

Prueba de Levene NBE 75 dias

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1,07 5 0,21 6,05 0,0003
FA 0,04 1 0,04 1,25 0,2694
FB 0,04 1 0,04 1,25 0,2694
FC 0,98 3 0,33 9,24 0,0001
Error 1,49 42 0,04

Total 2,55 47
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Grafico N°4
Dispersion NBE 75 dias
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e Numero de brotes por explante (NBE) a los 45, 60 y 75 dias

Cuadro N°5

ADEVA numero de brotes por explante (NBE) a los 45 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 29,29 17 1,72 11,18 < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 0,14 0,8741
FA 1,33 1 1,33 8,65 0,0063
FB 1,33 1 1,33 8,65 0,0063
FC 24,75 3 8,25 53,51 < 0,0001
FA*FB 0,08 1 0,08 0,54 0,4679
FA*FC 0,17 3 0,06 0,36 0,7820
FB*FC 0,17 3 0,06 0,36 0,7820
FA*FB*FC 1,42 3 0,47 3,06 0,0431
Error 4,62 30 0,15

Total 33,92 47
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determin6 que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor 0,0063; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor 0,0063; que las dosis de
citoquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,4679; que
la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas (FA*FC)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-
valor 0,7820; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las dosis de
citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron no
significancia (ns) con un p-valor 0,7820; que la interaccion de las variedades en
conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas (FA*FB*FC) usadas para
la reproduccidn in vitro presentaron significancia (*) con un p-valor 0,0431; sobre

el nimero de los brotes.

Cuadro N° 6

ADEVA numero de brotes por explante (NBE) a los 60 dias

F.V SC Gl CM F P-valor
Modelo 33,96 17 2 10,06 < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 0,1 0,9007
FA 0,75 1 0,75 3,78 0,0614
FB 1,33 1 1,33 6,71 0,0146
FC 27,75 3 9,25 46,57 < 0,0001
FA*FB 0 1 0 0 > 0,9999
FA*FC 0,75 3 0,25 1,26 0,3062
FB*FC 1,17 3 0,39 1,96 0,1416
FA*FB*FC 2,17 3 0,72 3,64 0,0238
Error 5,96 30 0,2

Total 39,92 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determino que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-
valor 0,0614; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro

presentaron significancia (*) con un p-valor 0,0146; que las dosis de citoquininas
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(FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; sobre la numero de los brotes; que
la interaccion de las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas
para la reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-valor >
0,9999; que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de
citoquininas (FA*FC) usadas para la reproduccién in vitro presentaron no
significancia (ns) con un p-valor 0,3062; que la interaccion de citoquininas en
conjunto con las dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in
vitro presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,1416; que la interaccién
de las variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron significancia (*)

con un p-valor 0,0238; sobre el nimero de los brotes.

Cuadro N°7

ADEVA numero de brotes por explante (NBE) a los 75 dias

F.V SC Gl CM F P-valor
Modelo 36,94 17 2,17 11,1 < 0,0001
Repeticiones 0,13 2 0,06 0,32 0,7292
FA 1,02 1 1,02 5,21 0,0297
FB 1,69 1 1,69 8,62 0,0063
FC 29,06 3 9,69 49,47 < 0,0001
FA*FB 0,02 1 0,02 0,11 0,7466
FA*FC 0,9 3 0,3 1,52 0,2283
FB*FC 1,56 3 0,52 2,66 0,0661
FA*FB*FC 2,56 3 0,85 4,36 0,0116
Error 5,88 30 0,2

Total 42,81 47

Mediante el anélisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron significancia (*) con un p-valor
0,0297; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor 0,0063; que las dosis de citoquininas (FC)
aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro presentaron alta
significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccidn de las variedades en
conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la reproduccion in vitro

presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,7466; que la interaccion de las
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variedades en conjunto con las dosis de citoquininas (FA*FC) usadas para la

reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,2283; que

la interaccion de citoquininas en conjunto con las dosis de citoquininas (FB*FC)

usadas para la reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-

valor 0,0661; que la interaccion de las variedades en conjunto con las citoquininas

y las dosis de citoquininas (FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro

presentaron significancia (*) con un p-valor 0,0116; sobre el nimero de los brotes.

Cuadro N° 8

Tukey al 5%, promedios, numero de brotes por explante (NBE)

Tratamientos NBE 45 d_|'as NBE 60 d_ias NBE 75 (ﬁas
Promedio Promedio Promedio
m : L 4
w X i-z 7
s X 'if s
X 'if a7
z = 2 i
z = 3 Ex
= i-z 7
: X Ex
Ti1 A?B :B 83C
] 3,-: a1
T4 AB AB 50
T2 ABB AgB 83C
i3 50 5 o5
ik 50 5 o5
s BZC BZC C2D
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1 1 1
i C C D
CV 13.27% 14.65% 14.45%
Media general 3 Brotes (*) 3 Brotes (*) 3.1 Brotes (*)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos de la variable nimero
de brotes por explante (NBE), registrado a los 45, 60 y 75 dias

Grafico N°5

Promedios, nimero de brotes por explante
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Nota: Registrado a los 45, 60 y 75 dias

Los tratamientos (AxBxC) evaluados con respecto a la variable brotes por
explante, en los datos recolectados a los 45, 60 y 75 dias después del inicio del
cultivo, presentaron diferencias estadisticas significativas (*), con un CV de
13.27%; 14.65% y 14.45% en su respectivo orden segun el analisis de varianza.
Estos resultados obtenidos nos determinan la dependencia de factores para el
desarrollo de NBE en la solucion madre. De acuerdo a los resultados obtenidos en
la prueba de Tukey al 5% realizada para separar medias de tratamientos a los 45,
60 y 75 dias, en una forma similar el T8 (A1xB2xC4) registro el mayor promedio
de brotes por explante a través del tiempo con 4, 4.3 y 4.7 respectivamente,

mientras que el T9 (A2xB1xC1) produjo 1 brote durante toda la evaluacion,

38




siendo este el menor valor a razén de una contaminacion antropogénica durante el

manejo del mismo.

Estos resultados nos sugieren que la induccion de brotes en un meristemo apical
de clavel verde (Lege verde), presenta mayor eficiencia al afiadirle al medio de
cultivo 6 mg/L de Benciladenina; esto posiblemente ocurrié porque esta hormona
utilizada en dosis altas, se unio a receptores especificos de las células del clavel,
desencadenando una cascada de sefializacion para activar genes responsables del
crecimiento y la diferenciacion celular, obteniendo asi; mayor division celular y

crecimiento de brotes

Cuadro N°9
Factor B (Citoquininas), nimero de brotes por explante (NBE)
: - NBE 45 dias NBE 60 dias NBE 75 dias

Factor B (Citoquininas - - -

(Citoquininas) Media Media Media
B2 (Bencil adenina) 3.1 3.2 3.3
B1 (Kinetina) 2.8 2.9 2.9
Efecto principal 0.3 brotes (**) 0.3 (*) 0.4 (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) de la variable nimero de
brotes por explante (NBE), registrado a los 45, 60 y 75 dias
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Gréafico N°6

Promedios, nimero de brotes por explante
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La respuesta de las Citoquininas (factor B) sobre la induccion de brotes en
explantes de clavel evaluadas en esta investigacion, fueron altamente
significativas (**) a los 45 y 75 dias; mientras que a los 60 dias fue significativa
(*) (Cuadro N° 9). En forma consistente hubo una diferencia de 0.3 brotes a los 45
dias y el mismo nimero a los 60 dias como efecto principal de la hormona Bencil
adenina (B2) sobre Kinetina (B1), dicha diferencia se ampli6 a 0.4 brotes a los 75
dias esto quiere decir que al transcurrir mas tiempo mayor ventaja obtuvo B2 en
estimular la induccién de brotes en el cultivo in vitro, esto puede deberse a que la
Benciladenina Impulso la division celular en los tejidos del explante, resultando

en un aumento en el nimero de brotes.

Otros factores que posiblemente influyeron en la respuesta de las hormonas
fueron; la seccidén de tejido utilizado para el cultivo; genética de la planta;

interacciones con otras hormonas; momento de aplicacién: entre otras.
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Cuadro N° 10
Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), nimero de brotes
por explante (NBE)

Factor C (Dosis de | NBE 45 dias (**) | NBE 60 dias (**) | NBE 75 dias (**)
reguladores de

crecimiento) Media Media Media
3.5 3.7 3.8

C4 (6 mg/L) A A A
3.5 3.5 3.5

C3 (4 mg/L) A A A
3.1 3.3 3.3

C2 (2mg/L) A A B
1.8 1.8 1.8

C1 (0 mg/L) B 5 c

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C de la variable nimero de
brotes por explante (NBE).

Una comparativa con el trabajo realizado por Mikhovich & Teteryuk (Anexo
N°4), usado Murashige & Skoog (MS) and Woody Plant Medium (WPM) como
medio de cultivo, se observa resultados parecidos con un nimero de brotes de 2.4
con medio MS.

Gréfico N°7
Promedios, nimero de brotes por explante
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las diferentes dosis de
reguladores de crecimiento aplicados en explantes para promover la emision de
brotes se comportaron en forma muy diferente (**) a través del tiempo que duro la
evaluacion (45, 60 y 75 dias). Al realizar la separacion de medias con la prueba de
Tukey al 5%, en una forma similar se identificé la mejor respuesta en la emision
de brotes que lo obtuvo la dosis mas alta de hormona (C4: 6 mg/L) con presencia
3.5; 3.7y 3.8 NBE a los 45, 60 y 75 dias respectivamente. Como respuesta logica
el promedio mé&s bajo lo present6 aquellos explantes que no recibieron regulador
de crecimiento (C1: 0 mg/L) con un valor de 1.8 durante los 90 dias de ensayo, es

decir no se evidencio brotacion en los testigos a mas que la inicial.

Estos resultados nos confirman que la dosis 6ptima de reguladores de crecimiento
en clavel fue de 6 mg/L, ya que promovieron el crecimiento y desarrollo saludable
de los explantes estimulando el desarrollo de brotes. Es importante sefialar que se
debe realizar pruebas preliminares para determinar la dosis adecuada y evitar
posibles efectos negativos en el cultivo in vitro, el ajuste y optimizacion de la
dosis de reguladores son fundamentales para obtener los mejores resultados en
términos de calidad y cantidad de plantas producidas en laboratorio.

e Supuestos de normalidad LB

Cuadro N° 11
Prueba de normalidad de Shapiro Wilks LB

Variable n Media | D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO LB 45 Dias 48 0 0,36 0,84 <0,0001

RDUO LB 60 Dias 48 0 0,37 0,94 0,0935
RDUO LB 75 Dias 48 0 0,38 0,94 0,0516
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Grafico N°8
QQ-Plot LB
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e Supuestos de varianzas homogéneas LB 45 dias
Cuadro N° 12
Prueba de Levene LB 45 dias
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,39 5 0,08 1,43 0,2324
FA 0,28 1 0,28 5,09 0,0293
FB 0,03 1 0,03 0,59 0,4459
FC 0,08 3 0,03 0,49 0,6891
Error 2,31 42 0,05
Total 2,7 47
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Grafico N°9

Dispersion LB 45 dias
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Cuadro N° 13
Prueba de Levene LB 60 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 0,28 5 0,06 1,46 0,2239
FA 0,1 1 0,1 25 0,1211
FB 2,30E-03 1 2,30E-03 0,06 0,8089
FC 0,18 3 0,06 1,58 0,2093
Error 1,64 42 0,04
Total 1,93 47
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Gréfico N°10
Dispersion LB 60 dias
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Cuadro N° 14
Prueba de Levene LB 75 dias
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,41 5 0,08 2,06 0,0896
FA 0,07 1 0,07 1,76 0,192
FB 1,00E-02 1| 1,00E-02 0,36 0,5499
FC 0,33 3 0,11 2,73 0,056
Error 1,67 42 0,04
Total 2,08 47
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Grafico N°11

Dispersion LB 75 dias
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e Longitud de los brotes (LB) a los 45, 60 y 75 dias
Cuadro N° 15
ADEVA longitud de los brotes (LB) a los 45 dias
F.V SC gl CM P-valor
Modelo 5437,02 17 319,82 1610,31 < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 0,1 0,9007
FA 1073,52 1 1073,52 5405,14 < 0,0001
FB 99,19 1 99,19 499,41 < 0,0001
FC 22714 3 757,13 3812,13 < 0,0001
FA*FB 438,02 1 438,02 2205,42 < 0,0001
FA*FC 613,23 3 204,41 1029,2 < 0,0001
FB*FC 146,23 3 48,74 245,42 < 0,0001
FA*FB*FC 795,4 3 265,13 1334,93 < 0,0001
Error 5,96 30 0,2
Total 544298 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determino que las variedades (FA)

usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-

valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccién in vitro
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presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de los brotes.

Cuadro N° 16
ADEVA longitud de los brotes (LB) a los 60 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 12152,52 17 714,85 3320,61 <0,0001
Repeticiones 1,54 2 0,77 3,58 0,0403
FA 2898,52 1 2898,52 13464,1 < 0,0001
FB 238,52 1 238,52 1107,97 < 0,0001
FC 5016,23 3 1672,08 7767,06 < 0,0001
FA*FB 1333,52 1 1333,52 6194,42 < 0,0001
FA*FC 1283,73 3 427,91 1987,71 < 0,0001
FB*FC 136,73 3 45,58 211,71 < 0,0001
FA*FB*FC 1243,73 3 414,58 1925,77 < 0,0001
Error 6,46 30 0,22

Total 12158,98 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de

las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
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reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de los brotes.

Cuadro N° 17
ADEVA longitud de los brotes (LB) a los 75 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 12192,65 17 717,21 3227,47 <0,0001
Repeticiones 2 2 1 4,5 0,0195
FA 299252 1 299252 | 13466,34 < 0,0001
FB 196,02 1 196,02 882,09 < 0,0001
FC 5057,9 3 1685,97 7586,84 <0,0001
FA*FB 1271,02 1 1271,02 5719,59 < 0,0001
FA*FC 1207,06 3 402,35 1810,59 < 0,0001
FB*FC 126,56 3 42,19 189,84 <0,0001
FA*FB*FC 1339,56 3 446,52 2009,34 <0,0001
Error 6,67 30 0,22

Total 12199,31 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)

con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
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dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de los brotes.

Cuadro N° 18
Tukey al 5%, promedios, Longitud de los brotes (LB)

Longitud de brote (mm)

Tratamientos Ilsfoﬁe(illi%s II_DI?o?geCcIII ia(ljs Il_ﬁo?r:eccll i ia(ljs
- 44.0 60.0 60.0
A A A
T7 388-0 513 52.3
T12 223 3‘C1:-0 34(1:.0
T4 2‘[‘)-3 3%3 3%3
T6 22E-3 3‘(1:-7 3467
T2 220 280 07
T3 2%3 2%3 28E.3
T10 120 21F-7 2%;.7
T14 127 24é7 24;.7
T11 1ﬁ3 22F-7 23;3
T15 1Il—i3 lll—ig 11|.3
T16 1ﬁ0 12-3 1i3
T13 9.3 9.3 9.3
I I ]
T1 9i0 1&3 1o|.3
TS5 7j0 1ﬁ0 11|.0
T9 5k3 657 6|_<7
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CVv 2.39% 1.79% 1.80%

Media general 18.6 mm (**) 26 mm (**) 26.2 mm (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable longitud
de brotes por explante (LB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.
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Los tratamientos (AxBxC) evaluados con respecto a la variable longitud de brotes
por explante, en los datos recolectados a los 45, 60 y 75 dias despueés del inicio del
cultivo, presentaron diferencias estadisticas altamente significativas (**), con un
CV de 2.39%; 1.79% y 1.8% en su respectivo orden segun el andlisis de varianza.
Estos resultados obtenidos nos determinan la dependencia de factores para la LBE
en la solucion madre. En promedio general se evalu6 una longitud de explantes de

18.6 mm; 26 mm y 26.2 mm para cada etapa de desarrollo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de Tukey al 5% realizada para
separar medias de tratamientos a los 45, 60 y 75 dias, en una forma similar el T8
(A1xB2xC4) registr6 la mayor longitud de brotes por explante a través del tiempo
con 44, 60 y 60 mm respectivamente, mientras que el T9 (A2xB1xC1) fue
considerado como el de menor longitud con 5.3, 6.7 y 6.7 mm por brote durante

toda la evaluacion.
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Hay que indicarse con los resultados expuestos que la solucion madre adecuado
para el desarrollo de brotes fue aquel que contuvo los nutrientes necesarios para el
crecimiento y desarrollo de los explantes de clavel, incluyendo sales minerales,

vitaminas, glucosa y dosis adecuadas de reguladores del crecimiento.

Cuadro N° 19
Factor B (Citoquininas), longitud de brote por explante (LB)

Longitud de brote (mm)

. - LB 45 dias LB 60 dias LB 75 dias
Factor B (Citoquininas) Media Media Media
B2 (Bencil adenina) 20.1 28.2 28.2
B1 (Kinetina) 17.2 23.8 24.2
Efecto principal 2.9 mm (**) 4.4 mm (*) 4 mm (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) en la variable longitud de
brote por explante (LB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.

Grafico N°13
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La respuesta de las Citoquininas (factor B) sobre la variable longitud de brotes en
clavel evaluadas en esta investigacion fueron altamente significativas (**) a los 45

60 y 75 dias (Cuadro N° 19). Se determind un incremento de 2.9 mm en la
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longitud de brotes a los 45 dias, mientras que fue de 4.4 mm a los 60 dias como
efecto principal de la hormona Bencil adenina (B2) sobre Kinetina (B1), dicha
diferencia se redujo a 4 mm por brote a los 75 dias. Esta respuesta esta en funcion
del desarrollo fenoldgico del explante, esta respuesta diferente se dio porque los

reguladores de crecimiento

La Benciladenina y la Kinetina tuvieron un impacto positivo en el desarrollo de la
longitud de los brotes en claveles, promoviendo un crecimiento mas vigoroso,
posiblemente porque retrasaron el envejecimiento de los tejidos y aumentaron la
tasa de multiplicacion celular. Hay que hacer notar que la Benciladenina tiene la
caracteristica de permanecer hasta 2 afios en percha sin perder sus caracteristicas

fisicas y quimicas por lo cual se justificaria su mejor respuesta en este ensayo.

Cuadro N° 20
Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), longitud de brote
(LB)

Longitud de brote (mm)

Factor C (Dosisde | LB 45 dias (**) | LB 60 dias (**) | LB 75 dias (**)
reguladores de
crecimiento) Medias Medias Medias
26.67 36.9 36.9
C4 (6 mg/L) A A A
20.25 30.4 30.6
4 L
C3 (4 mg/L) 5 5 5
20.0 27.3 27.9
2 (2mg/L
C2 (2mg/L) 5 C C
7.7 9.3 9.3
C1 (0 mg/L) c D D

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C (Dosis de reguladores de
crecimiento) en la variable longitud de brote (LB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.
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Grafico N°14
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las diferentes dosis de
reguladores de crecimiento (FC) aplicados a los explantes de clavel para su
reproduccion in vitro presentaron un efecto muy diferente (**) sobre la longitud

de los brotes a los 45, 60 y 75 dias de evaluacion.

Al realizar la separaciéon de medias con la prueba de Tukey al 5% para promedios
de longitud de brote, se identificd la mejor respuesta en una forma consistente en
la dosis mas alta del regulador de crecimiento (C4: 6 mg/L) con valores de 26.67;
36.9 y 36.9 mm a los 45, 60 y 75 dias respectivamente. Por el contrario, el
promedio méas bajo lo presentaron aquellos explantes que no recibieron regulador
de crecimiento (C1: 0 mg/L) con un valor de 7.7, 9.3 y 9.3 mm para cada etapa de
evaluacion en su orden, no se observo un desarrollo longitudinal de brotes en los

testigos.

Esta respuesta diferente entre dosis aplicadas puede deberse al genotipo de la
planta, ya que la respuesta a los reguladores de crecimiento y sus dosis pueden

variar entre diferentes variedades o genotipos de clavel y claro que esta respuesta
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también guarda una estrecha relacion con la edad del explante la cual puede influir

en la eficacia de las dosis, ya que los explantes jovenes pueden ser mas receptivos

que los explantes maduros.

e Supuestos de normalidad NHB

Cuadro N° 21

Prueba de normalidad de Shapiro Wilks NHB

Variable n Media | D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO NHB 45 Dias 48 0 0,27 0,83 <0,0001
RDUO NHB 60 Dias 48 0 0,26 0,89 0,0002
RDUO NHB 75 Dias 48 0 0,27 0,83 <0,0001
Gréfico N°15
QQ-Plot NHB
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e Supuestos de varianzas homogéneas NHB 45 dias

Cuadro N° 22
Prueba de Levene NHB 45 dias

F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 2,90E-03 5 5,80E-04 0,02 0,9997
FA 2,30E-03 1 2,30E-03 0,1 0,7539
FB 5,80E-04 1 5,80E-04 0,02 0,8754
FC 0 3 0 0]>0,9999
Error 0,98 42 0,02
Total 0,98 47
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Cuadro N° 23
Prueba de Levene NHB 60 dias
F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 1,00E-02 5 2,80E-03 0,18 0,9669
FA 2,30E-03 1 2,30E-03 0,15 0,6969
FB 0,00E+00 1| 0,00E+00 0 | >0,9999
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FC 0,01 3 3,90E-03 0,26 0,8563
Error 0,63 42 0,02
Total 0,65 47
Grafico N°17
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Cuadro N° 24
Prueba de Levene NHB 75 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 1,20E-03 5| 2,30E-04 0,01 | >0,9999
FA 0,00E+00 1| 0,00E+00 0 | >0,9999
FB 0,00E+00 1| 0,00E+00 0 | >0,9999
FC 1,20E-03 3| 3,90E-04 0,02 0,997
Error 0,98 42 0,02
Total 0,98 47
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Grafico N°18

Dispersion NHB 75 dias
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Cuadro N° 25
ADEVA numero de hojas por brotes (NHB) a los 45 dias
F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 215,75 17 12,69 108,78 < 0,0001
Repeticiones 4,5 2 2,25 19,29 < 0,0001
FA 18,75 1 18,75 160,71 < 0,0001
FB 18,75 1 18,75 160,71 < 0,0001
FC 114,92 3 38,31 328,33 < 0,0001
FA*FB 14,08 1 14,08 120,71 < 0,0001
FA*FC 23,58 3 7,86 67,38 < 0,0001
FB*FC 18,25 3 6,08 52,14 < 0,0001
FA*FB*FC 2,92 3 0,97 8,33 0,0004
Error 3,5 30 0,12
Total 219,25 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determino que las variedades (FA)

usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-

valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccién in vitro
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presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor 0,0004; sobre el nimero de hojas por brotes.

Cuadro N° 26
ADEVA numero de hojas por brotes (NHB) a los 60 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 288,08 17 16,95 160,54 < 0,0001
Repeticiones 3,5 2 1,75 16,58 <0,0001
FA 24,08 1 24,08 228,16 < 0,0001
FB 6,75 1 6,75 63,95 < 0,0001
FC 178,92 3 59,64 565 < 0,0001
FA*FB 10,08 1 10,08 95,53 < 0,0001
FA*FC 16,92 3 5,64 53,42 < 0,0001
FB*FC 20,92 3 6,97 66,05 < 0,0001
FA*FB*FC 26,92 3 8,97 85 < 0,0001
Error 3,17 30 0,11

Total 291,25 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de

las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
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reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre el nimero de hojas por brotes.

Cuadro N° 27
ADEVA numero de hojas por brotes (NHB) a los 75 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 285,98 17 16,82 144,19 <0,0001
Repeticiones 3,17 2 1,58 13,57 0,0001
FA 28,52 1 28,52 244,46 < 0,0001
FB 6,02 1 6,02 51,61 < 0,0001
FC 134,9 3 44,97 385,42 <0,0001
FA*FB 4,69 1 4,69 40,18 < 0,0001
FA*FC 19,23 3 6,41 54,94 < 0,0001
FB*FC 31,06 3 10,35 88,75 <0,0001
FA*FB*FC 58,4 3 19,47 166,85 <0,0001
Error 3,5 30 0,12

Total 289,48 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)

con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
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dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron

alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las

variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas

(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre el nimero de hojas por brotes.

Cuadro N° 28

Tukey al 5%, promedios, nimero de hojas por brote (NHB)

NuUmero de hojas por brote

Tratamientos NHB 45 d_ias NHB 60 d_|'as NHB 75 d_|'as

Promedio Promedio Promedio
Ts 9: 1,10;3 1)10;3
w = e
T6 2; 8C.:7 8(.:7
T16 gg 1%0 1%0
E o o
T2 gé 6[.)7 6[.)7
T4 gé 8(.:7 867
s 82 s
X :
s 45 T T
y s z
L . X
™ x L E
T5 3(.53 4(.;0 4(.;O
T1 3(.;3 6I.37 8(.:7
= X z
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CVv 5.81% 4.56% 4.62%

Media general 5.9 (**) 7.1 (*%) 7.4 (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable nimero
de hojas por brote (NHB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.
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Los tratamientos (AxBxC) evaluados en esta investigacion presentaron una
respuesta estadistica altamente significativa (**) con respecto a la variable
namero de hojas por explante a los 45, 60 y 75 dias después del inicio del cultivo
segun el andlisis de ADEVA, con un CV de 5.81%; 4.56% y 4.62% para cada
etapa; en cuanto a la interaccion de factores, estos resultados nos muestran la
dependencia del regulador de crecimiento con las dosis aplicadas para el
desarrollo de hojas por explante. En promedio general el NHE fue de 5.9, 7.1y

7.4 correspondientes a su respectivo periodo de evaluacion.

Al realizar la Tukey al 5% para separar medias de tratamientos en cuanto al NHB
a los 45, 60 y 75 dias, se determind en forma similar que el T8 (A1xB2xC4)
registro el mayor nimero con 9.3; 11.3 y 11.3 hojas por explante respectivamente,

por el contrario, los menores promedios fueron cuantificados en el T1, TS5y T11

61




con 3.3 hojas para todos los tratamientos a los 45 dias; mientras que el T9y T5 a
los 60 dias presento 4 hojas por brote y finalmente el T5 con 4 hojas fue el de

menor rango a los 75 dias.

El crecimiento de hojas en los explantes de clavel es esencial para la fotosintesis,
la absorcion de nutrientes, la produccion de hormonas y metabolitos secundarios,
y un desarrollo de la planta, por lo cual es transcendental promover un
crecimiento saludable de las hojas para garantizar el éxito en la propagacion vy el

cultivo de los claveles.

Cuadro N° 29

Factor B (Citoquininas) numero de hojas por brote (NHB)

NUmero de hojas por brote

Factor B (Citoquininas) NHB 45_d|'as NHB GQ dias | NHB 75_d|'as
Media Media Media
B2 (Bencil adenina) 6.5 7.5 7.8
B1 (Kinetina) 5.3 6.8 7.0
Efecto principal 1.3 (**) 0.8 (**) 0.7 (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) en la variable nimero de
hojas por brote (NHB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.
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La respuesta de las Citoquininas (factor B) sobre el numero de hojas por brote en
explantes de clavel fueron altamente significativas (**) a los 60, 75 y 90 dias
(Cuadro N° 29).

En forma consistente hubo una diferencia de 1.3 hojas a los 60 dias, 0,8 hojas a
los 75 dias y 0.7 hojas a los 90 dias como efecto principal de la hormona Bencil
adenina (B2) sobre Kinetina (B1), dicha diferencia se vio favorecida por las

caracteristicas quimicas, fisicas y biologicas de B2.

Un factor a considerar para esta respuesta es que; la Benciladenina es soluble en
agua y la Kinetina es ligeramente soluble en agua y la solucion madre al ser
elaborado en su mayoria por agua, se esperaria una respuesta mas favorable de
B2.

Cuadro N° 30
Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), nUmero de hojas
por brote (NHB)

NUmero de hojas por brote

Factor C (Dosis de | NHB 45 dias (**) | NHB 60 dias (**) | NHB 75 dias (**)
reguladores de
crecimiento) Medias Medias Medias
7.8 10.2 10.2
4 L
C4 (6 mg/L) A A A
6.2 7 7.2
4 L
C3 (4 mg/L) B 5 5
6.0 6.5 6.5
C2 (2mg/L) B C C
3.5 4.8 5.8
C1 (0 mg/L) C D D

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C (Dosis de reguladores de
crecimiento) en la variable nimero de hojas por brote (NHB), registrado a los 45, 60 y 75 dias.

Una comparativa con el trabajo realizado por Mikhovich & Teteryuk (Anexo
N°4), usado Murashige & Skoog (MS) and Woody Plant Medium (WPM) como
medio de cultivo, se observa un resultado parecidos con un nimero de hojas de
5.7 con medio WPM.
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Grafico N°21
Promedios, nimero de hojas por brote
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las diferentes dosis de
reguladores de crecimiento (FC) aplicados a los explantes de clavel para su
reproduccion in vitro presentaron un efecto muy diferente (**) sobre el namero de

hojas por brote a los 60, 75 y 90 dias de evaluacion respectivamente.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para promedios de factor C, en cuanto a la
variable NHB, se identificd el mayor nimero en una forma consistente en la dosis
mas alta del regulador de crecimiento (C4: 6 mg/L) con 7.8; 10.2 y 10.2 hojas a
los 60, 75 y 90 dias respectivamente. Por el contrario, el promedio més bajo lo
presentaron los brotes correspondientes a (C1: 0 mg/L) con un valor de 3.5, 4.8 y
5.8 hojas para cada etapa de evaluacion en su orden, no se observd presencia

considerable de hojas en los brotes de los testigos.

Como se infirid anteriormente la respuesta del NHE a diferentes dosis de las
hormonas se debe a; la concentracion del regulador de crecimiento; es decir

concentraciones demasiado altas o demasiado bajas pueden tener efectos no
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deseados en el crecimiento de las hojas de los explantes, como se comprueba en

este ensayo.

e Supuestos de normalidad DER

Cuadro N° 31
Prueba de normalidad de Shapiro Wilks DER

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO DER 48 0 0,12 0,54 <0,0001
Grafico N°22
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e Supuestos de varianzas homogéneas DER 75 dias
Cuadro N° 32
Prueba de Levene DER 75 dias
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,14 5 0,03 3,37 0,0119
FA 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FB 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FC 0,09 3 0,03 3,37 0,0271
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Error 0,35 42 0,01
Total 0,49 47
Grafico N°23
Dispersion DER 75 dias
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e Dias a la emision de raices (DER) a los 75 dias

Cuadro N° 33

ADEVA dias a la emision de raices (DER) a los 75 dias

F.V SC al CM F P-valor
Modelo 18140,04 17 1067,06 | 51218,94 | <0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 1 0,3798
FA 1344,08 1 1344,08 64516 | <0,0001
FB 234,08 1 234,08 11236 | <0,0001
FC 12933,5 3 4311,17 206936 | < 0,0001
FA*FB 40,33 1 40,33 1936 | < 0,0001
FA*FC 974,75 3 324,92 15596 | < 0,0001
FB*FC 1229,75 3 409,92 19676 | <0,0001
FA*FB*FC 1383,5 3 461,17 22136 | <0,0001
Error 0,62 30 0,02

Total 18140,67 47
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia
(**) con un p-valor < 0,0001; sobre los dias a emision de raiz en una mayoria al

50% del nimero total de tratamientos.

La razon de la toma de datos y la extension en la toma de datos en el proyecto, se
debi6 a la tardia repuesta de los explantes en la emision de raices, lo que nos
sugiere inferir se debio a la seccién del clavel usada, siendo esta la seccion baja de

la planta madre.

Cuadro N° 34

Tukey al 5%, dias a la emision de raices (DER)

Dias a la emisién de raices

Tratamientos Promedio Rango
T9 75 A
T13 74.7 A
T1 70 B
T10 30 C
T11 30 C
T12 30 C
T7 30 C
T15 30 C
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T3 30 C
T14 30 C
T5 30 C
T6 30 C
T16 20 D
T4 15 E
T2 15 E
T8 15 E
CVv 0.42%

Media general

34.7 dias (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable dias a la
emision de raices (DER).

Gréafico N°24
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En cuanto a los dias transcurridos para la emision de raices de los explantes segun

el andlisis de varianza (ADEVA), los tratamientos presentaron promedios muy

diferentes (**); en cuanto a la interaccion de factores estos mostraron ser

dependientes, es decir la respuesta de los reguladores de crecimiento dependié de

las dosis aplicadas sobre el estudio de esta variable. En este analisis se determind

un CV de 0.42%. En promedio general se determiné la emision de raices en los

explantes a los 34.7 (35) dias, en este ensayo. Segun la prueba de Tukey al 5%
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realizada para separar medias de tratamientos se identificd que el mas tardio fue
T9 con 75 dias a la emision de raices y los méas precoces fueron T2, T4y T8 con
15 dias.

El uso de reguladores de crecimiento y enraizamiento, puede acelerar el proceso
en los explantes como asi se muestra en estos resultados, las condiciones
ambientales: como temperatura, humedad, luz y sobre todo la calidad del sustrato
pueden afectar la velocidad de enraizamiento de los explantes, ademas de la

técnica utilizada para la propagacion.

Cuadro N° 35

Tukey al 5%, factor B (Citoquininas), dias a la emision de raices (DER)

Dias a la emision de raices

. .. DER
Factor B (Citoquininas) Media
B1 (Kinetina) 36.9
B2 (Bencil adenina) 32.5
Efecto principal 4.4 dias (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) en la variable dias a la
emisién de raices (DER).

Grafico N°25
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Existio un efecto principal altamente significativo (**) entre componentes del
factor C, el cual fue un incremento de 4.4 (4) hojas por brote al aplicar B1
(Kinetina) con respecto a B2 (Bencil adenina); los promedios obtenidos al aplicar

estos reguladores fueron de 36.9, y 32.5 hojas respectiva, mente

Cuadro N° 36
Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), dias a la emision
de raices (DER)

Dias a la emisién de raices

Factor C (Dosis de reguladores de DER (**)
crecimiento) Medias
62.4

C1 (0 mg/L

(Omg/L) A
C3 (4 mg/L) ?;)
C2 (2 mg/L) 2?:'3
C4 (6 mg/L) 2[?

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C (Dosis de reguladores de
crecimiento) en la variable dias a la emisidn de raices (DER)

Una comparativa con el trabajo realizado por Ali, Afrasiab, Naz, Rauf, & Igbal
(Anexo NO), se observa resultados diferentes con un intervalo de 4 a 9 dias a la

emision de raices.

70




Grafico N°26

Promedios, dias a la emision de raices
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La respuesta de las diferentes dosis de reguladores de crecimiento aplicados en el
cultivo in vitro de explantes de clavel sobre la variable dias a la formacion de

raices fue totalmente diferente (**) segln el analisis de varianza.

Mediante la prueba de Tukey al 5% realizado para separar las medias del factor C
en cuanto a la variable DER, se evidencio que la mayor precocidad lo obtuvo la
dosis 6 mg/L (C4) con 20 dias; por el contrario, el tratamiento mas tardio se
identificd en la dosis 0 mg/L (C1) con 64.2 dias la cual ocupo el primer rango de
la prueba. Estos resultados diferentes nos confirman que las dosis mas altas (C4)
aplicadas en la evaluacién tienden a dar mayor precocidad en la aparicién de

raices, lo cual favorece a un mejor desarrollo de los explantes.
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e Supuestos de normalidad NR

Cuadro N° 37
Prueba de normalidad de Shapiro Wilks NR

Variable n Media | D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO NR 60 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001
RDUO NR 75 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001
RDUO NR 90 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001

Grafico N°27
QQ-Plot NR
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e Supuestos de varianzas homogéneas NR 60 dias

Cuadro N° 38

Prueba de Levene NR 60 dias

F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 0,14 5 0,03 3,37 0,0119
FA 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FB 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FC 0,09 3 0,03 3,37 0,0271
Error 0,35 42 0,01
Total 0,49 47
Grafico N°28
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Cuadro N° 39
Prueba de Levene NR 75 dias
F.V. SC gl CM p-valor
Modelo 0,14 5 0,03 3,37 0,0119
FA 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FB 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
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FC 0,09 3 0,03 3,37 0,0271
Error 0,35 42 0,01
Total 0,49 47
Grafico N°29
Dispersion NR 75 dias
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Cuadro N° 40
Prueba de Levene NR 90 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 0,14 5 0,03 3,37 0,0119
FA 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FB 0,03 1 0,03 3,37 0,0733
FC 0,09 3 0,03 3,37 0,0271
Error 0,35 42 0,01
Total 0,49 47
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Gréfico N°30
Dispersion NR 90 dias
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e NuUmero de raices (NR) a los 60, 75y 90 dias

Cuadro N° 41
ADEVA numero de raices (NR) a los 60 dias

F.V SC al CM F P-valor
Modelo 513,29 17 30,19 1449,29 | < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 1 0,3798
FA 154,08 1 154,08 7396 | <0,0001
FB 0,08 1 0,08 4 0,0546
FC 164,25 3 54,75 2628 | <0,0001
FA*FB 0,08 1 0,08 4 0,0546
FA*FC 118,25 3 39,42 1892 | <0,0001
FB*FC 38,25 3 12,75 612 | <0,0001
FA*FB*FC 38,25 3 12,75 612 | <0,0001
Error 0,62 30 0,02

Total 513,92 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)

usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
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valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,0546; que las dosis de
citogquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron no significancia (ns) con un p-valor 0,0546; que
la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas (FA*FC)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las dosis de
citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta
significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de las variedades en
conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas (FA*FB*FC) usadas para
la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor <

0,0001; sobre el numero de raices.

Cuadro N° 42
ADEVA numero de raices (NR) a los 75 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 796,85 17 46,87 2249,94 < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 1 0,3798
FA 212,52 1 212,52 10201 <0,0001
FB 2,52 1 2,52 121 < 0,0001
FC 200,56 3 66,85 3209 < 0,0001
FA*FB 46,02 1 46,02 2209 <0,0001
FA*FC 217,56 3 72,52 3481 < 0,0001
FB*FC 99,56 3 33,19 1593 < 0,0001
FA*FB*FC 18,06 3 6,02 289 < 0,0001
Error 0,62 30 0,02

Total 797,48 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citogquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro

presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
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las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia
(**) con un p-valor < 0,0001; sobre el nimero de raices.

Cuadro N° 43
ADEVA numero de raices (NR) a los 90 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 867,29 17 51,02 2448,82 < 0,0001
Repeticiones 0,04 2 0,02 1 0,3798
FA 225,33 1 225,33 10816 <0,0001
FB 5,33 1 5,33 256 < 0,0001
FC 230,25 3 76,75 3684 <0,0001
FA*FB 52,08 1 52,08 2500 <0,0001
FA*FC 238 3 79,33 3808 < 0,0001
FB*FC 98 3 32,67 1568 < 0,0001
FA*FB*FC 18,25 3 6,08 292 < 0,0001
Error 0,63 30 0,02

Total 867,92 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccién in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas

(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
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con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las

dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron

alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de las

variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas

(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre el nimero de raices.

Cuadro N° 44

Tukey al 5%, nimero de raices (NR)

NUmero de raices

Tratamientos NR 60dias NR 75 dias NR 90 dias

Promedio Promedio Promedio
T4 1&0 1:;0 1:;0
T8 9A7 11;7 120
T 6|_5,0 8[.)0 8[.)0
T2 GBO 1%0 1%0
T6 1(.:0 8E.)O 8[.)0
T 1(.:O 5I.:O 5|.:0
T3 1(.:0 ZHO ZHO
T11 1(.:0 ZHO ZHO
T12 1(.:0 4(.30 4(.30
T15 1(.:0 GEO GEO
T14 1(.:O ZHO ZHO
T16 1(.:O ZHO 2H3
T10 1(.:0 6I.EO 6I.EO
T1 Obo 1i0 1i0
T13 Obo 1i0 1i0
T9 0.0 5.0 5.0
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D F F

CVv 5.68% 2.58% 2.53%

Media general 2.5 (*%) 5.6 (**) 5.7 (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable nimero
de raices (NR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.

Gréafico N°31
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Segun el andlisis de varianza ADEVA existié una respuesta estadistica de los
tratamientos (AxBxC) evaluados en esta investigacion altamente significativos
(**) con respecto a la variable nimero de raices a los 60, 75 y 90 dias y un CV de
5.68%; 2.58% y 2.53% para cada etapa, estos resultados del CV nos demuestran
el buen manejo del ensayo en laboratorio. La interaccion de factores AXBxC, (**)
nos manifiestan la dependencia de los mismos. En promedio general se registrd
2.5 raices/explante a los 60 dias; 5.6 raices/explante a los 75 dias y 5.7

raices/explante a los 90 dias.

Mediante la prueba de Tukey 5% realizada para separar medias de tratamientos en
cuanto al NR a los 60 dias, se identifico el mayor promedio en T4 (A1xB1xC4)

con 10 raices formadas por explante, por el contrario, a los 75 y 90 dias el nUmero
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mas elevado fue cuantificado en el T8 con 14.7 y 16 en cada etapa
respectivamente. Se hace mencién que a los 60 dias los tratamientos T1, T9y T13
no registraron presencia de raices, sin embargo; a los 75 y 90 dias solo el T1y
T13 indicaron 1

considerados con los de menores promedios.

raicilla/explante por lo que estos tratamientos fueron

El ndmero de raices evaluadas a los 60, 75 y 90 dias en esta investigacion
presentaron diferencias entre tratamientos, esto debido a lo manifestado
anteriormente, donde se refiere a la calidad y tipo de explante utilizado,
condiciones ambientales y técnicas de propagacion especialmente pH de agua
donde; estos factores pueden interactuar.

Cuadro N° 45

Tukey al 5%, factor B (Citoguininas), numero de raices (NR)

NuUmero de raices

: - NR 60 dias NR 75 dias NR 90 dias
Factor B (Citoquininas) Media Media Media
B2 (Bencil adenina) 2.6 5.8 6.0
B1 (Kinetina) 2.5 54 5.4
Efecto principal 0.1 (NS) 0.4 (**) 0.6 (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) en la variable nimero de
raices (NR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.
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Grafico N°32

Promedios, nimero de raices (NR)
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Las Citoquininas (factor B) evaluadas en esta investigacion tuvo una respuesta
similar (NS) sobre la formacion de hojas por brote en explantes de clavel
evaluadas a los 60 dias, mientras que esta fue muy diferente (**) a los 75 y 90
dias (Cuadro N° 45).

Existio una diferencia muy significativa de 0.4 hojas a los 75 dias y 0.6 hojas a los
90 dias como efecto principal de la hormona Bencil adenina (B2) sobre Kinetina
(B1), dicha diferencia no fue significativa a los 60 dias (0.1 hojas). La aplicacion
de los dos reguladores de crecimiento dio como resultado la organogénesis directa

en los explantes obteniéndose raices de clavel a los 75 y 90 dias.

La respuesta similar a los 60 dias se dio por que inicialmente a todos los
tratamientos con excepcion de los testigos se aplicd enraizante en la solucion
madre, sin embargo; hay que recordar que los factores anteriormente analizados
pueden interactuar de manera compleja para determinar la velocidad de

enraizamiento de los explantes de claveles. Al comprender y controlar estos
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factores, es posible optimizar el proceso de enraizamiento y mejorar la eficiencia

de la propagacion de los claveles.

Cuadro N° 46

Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), niUmero de raices

(NR)

NuUmero de raices

Factor C (Dosis de
reguladores de

NR 60 dias (**)

NR 75 dias (**)

NR 90 dias (**)

crecimiento) Medias Medias Medias
C4 (6 mg/L) >4 o4 >
C3 (4 mg/L) 2; 4C':5 4;
C2 (2mg/L) 2; 6; 6C':5
C1 (0 mg/L) 0(':3 g g

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C (Dosis de reguladores de
crecimiento) en la variable nimero de raices (NR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.

No se encontraron trabajos previos en un rango de 5 o 10 afios previos a esta

investigacion que tome en cuenta esta variable como parte de la toma de datos.

Grafico N°33

Promedios, variable nimero de raices
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las diferentes dosis de
reguladores de crecimiento (Factor C) aplicados a los explantes de clavel para su
reproduccion in vitro presentaron un efecto muy diferente (**) sobre el nimero de

raices a los 60, 75 y 90 dias.

Mediante la prueba de Tukey al 5% para promedios del factor C, en cuanto a la
variable NR, se identificd el mayor nimero en una forma consistente en la dosis
mas alta del regulador de crecimiento (C4: 6 mg/L) con 5.4; 8.4 y 8.8 raices, a los
60, 75 y 90 dias respectivamente. Por el contrario, el promedio mas bajo lo
presentaron aquellos explantes correspondientes a (C1: 0 mg/L) con un valor de
0.3, 3 y 3 raices para cada etapa de evaluacion en su orden, se observo presencia
considerable de raicillas diminutas en los testigos, estos datos nos confirman que

un explante sin regulador de crecimiento tarda mucho tiempo en formar raices.

e Supuestos de normalidad LR

Cuadro N° 47
Prueba de normalidad de Shapiro Wilks LR

Variable n Media | D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO NR 60 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001
RDUO NR 75 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001
RDUO NR 90 Dias 48 0 0,12 0,54 <0,0001
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Grafico N°34
QQ-Plot LR
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e Supuestos de varianzas homogéneas LR
Cuadro N° 48
Prueba de Levene NR 60 dias
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1,40E-03 5 2,80E-04 3,37 0,0119
FA 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FB 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FC 8,50E-04 3 2,80E-04 3,37 0,0271
Error 3,50E-03 42 8,40E-05
Total 4 90E-03 47
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Grafico N°35

Dispersion LR 60 dias
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Cuadro N° 49
Prueba de Levene NR 75 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 1,40E-03 5 2,80E-04 3,37 0,0119
FA 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FB 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FC 8,50E-04 3 2,80E-04 3,37 0,0271
Error 3,50E-03 42 8,40E-05
Total 4,90E-03 47
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Grafico N°36

Dispersion NR 75 dias
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Cuadro N°50
Prueba de Levene LR 90 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 1,40E-03 5 2,80E-04 3,37 0,0119
FA 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FB 2,80E-04 1 2,80E-04 3,37 0,0733
FC 8,50E-04 3 2,80E-04 3,37 0,0271
Error 3,50E-03 42 8,40E-05
Total 4,90E-03 47

86




Gréfico N°37
Dispersion LR 90 dias
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e Longitud de raiz (LR) a los 60, 75y 90 dias

Cuadro N°51
ADEVA longitud de raiz (LR) a los 60 dias

F.V SC al CM F P-valor
Modelo 293,3 17 17,25 | 82815,12 | <0,0001
Repeticiones 0 2 0 1 0,3798
FA 76,76 1 76,76 368449 | <0,0001
FB 0,01 1 0,01 49 | <0,0001
FC 149,18 3 49,73 238689 | < 0,0001
FA*FB 0,01 1 0,01 49 | <0,0001
FA*FC 55,28 3 18,43 88449 | < 0,0001
FB*FC 6,03 3 2,01 9649 | <0,0001
FA*FB*FC 6,03 3 2,01 9649 | <0,0001
Error 0,01 30 0

Total 293,31 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)

usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
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valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citogquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia
(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de raiz.

Cuadro N° 52
ADEVA longitud de raiz (LR) a los 75 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 517,99 17 30,47 | 146256,12 < 0,0001
Repeticiones 0 2 0 1 0,3798
FA 53,76 1 53,76 258064 <0,0001
FB 0,24 1 0,24 1156 < 0,0001
FC 350,71 3 116,9 561136 < 0,0001
FA*FB 0,24 1 0,24 1156 <0,0001
FA*FC 63,99 3 21,33 102384 < 0,0001
FB*FC 33,52 3 11,17 53636 < 0,0001
FA*FB*FC 15,52 3 5,17 24836 < 0,0001
Error 0,01 30 0

Total 518 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoguininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccién in vitro

presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
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las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia
(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de raiz.

Cuadro N°53
ADEVA longitud de raiz (LR) a los 90 dias

F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 957,25 17 56,31 | 270283,35 < 0,0001
Repeticiones 0 2 0 1 0,3800
FA 158,05 1 158,05 758641 <0,0001
FB 0,2 1 0,2 961 < 0,0001
FC 604 3 201,33 966401 <0,0001
FA*FB 9,28 1 9,28 44521 <0,0001
FA*FC 130,7 3 43,57 209121 < 0,0001
FB*FC 33,55 3 11,18 53681 < 0,0001
FA*FB*FC 21,48 3 7,16 34361 < 0,0001
Error 0,01 30 0

Total 957,26 47

Mediante el anélisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)
usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-
valor < 0,0001; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccién in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citoquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;

que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
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(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)

con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las

dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron

alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de las

variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas

(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia

(**) con un p-valor < 0,0001; sobre la longitud de raiz.

Cuadro N° 54

Tukey al 5%, longitud de raiz (LR)

Longitud de raiz

Tratamientos LR 60dias LR 75 dias LR 90 dias

Promedio Promedio Promedio
T8 9£ 1?’;;0 1,70;0
T4 730 9é0 1:;.0
T2 5(.:0 7(.:0 9(.:0
T7 4E.)0 5E.)0 9(.:0
T3 4[.)0 5[.)0 6I.EO
T6 BEO 4EO GEO
T11 2|.:O 3|.:O 4(.30
T12 2|.:O 5bo 750
T15 2I.:0 5[.)0 5I.:O
T10 2I.:0 5[.)0 6I.EO
T14 2I.:0 3I.:O 4é0
T16 2'.:0 5bo 5I.:O
T5 O(.;Z 0(.;4 OHS
T1 OHO 0H3 OHS
T13 0.0 0.4 0.5
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H G H
0.0 0.4 0.5
i H G H
CVv 0.52% 0.33% 0.25%
Media general 2.8 cm (**) 4.4 cm (**) 5.8 cm (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable longitud

de raiz (LR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.

Grafico N°38

Promedios, variable longitud de raiz (LR)
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Los tratamientos en estudio presentaron diferencias estadisticas altamente

significativas (**) en cuanto a longitud de raiz, a los 60, 75 y 90 dias de

evaluacion del cultivo, con un CV de 0.52%; 0.33% y 0.25% en su respectivo

orden segun el andlisis de varianza ADEVA. Estos resultados obtenidos nos

determinan la dependencia de factores para la LR en la solucién madre. En

promedio general la longitud de raiz de los explantes evaluados registraron 2.8 cm

a los 60 dias; 4.4 cm a los 75 dias y 5.8 cm a los 90 dias
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de Tukey al 5% realizada para
separar medias de tratamientos en la variable LR a los 60, 75 y 90 dias, en una
forma similar el T8 (A1xB2xC4) registrd la mayor longitud por raiz con 9 cm;
13.0 cm y 17 cm respectivamente, cabe sefialarse que el T1, T9 y T13 no
registraron induccién de raices a los 60 dias por lo que su lectura fue 0; de la
misma manera el testigo T1 alcanzé el promedio mas bajo con 0.3 cm y 0.5 cm a
los 75 y 90 dias.

Una mayor longitud de las raices en un explante puede mejorar la capacidad de la
planta para absorber agua y nutrientes del sustrato, raices mas largas puede ayudar
a la planta a establecerse mas rapidamente en un nuevo entorno, lo que puede
mejorar su supervivencia y adaptacion. Confirmando asi que la mejor opcién para
una reproduccién de explante de clavel es mediante Bencil adenina en una dosis
de 6 mg/L.

Cuadro N°55
Factor B (Citoquininas), longitud de raiz (LR)

Longitud de raiz

: - LR 60 dias LR 75 dias LR 90 dias
Factor B (Citoquininas) Media Media Media
B2 (Bencil adenina) 2.78 4.48 5.88
B1 (Kinetina) 2.75 4.34 5.75
Efecto principal 0.03 (NS) 0.14 (**) 0.13 (**)

Nota: Resultados del efecto principal para el Factor B (Citoquininas) en la variable longitud de raiz

(LR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.
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Grafico N°39
Promedios, variable longitud de raiz.
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Al evaluar el efecto de las Citoquininas (factor B) sobre la variable longitud de
raiz segun el analisis de varianza se determind que; a los 60 dias no se presentaron
diferencias estadisticas entre estos (NS); mientras que existieron diferencias

estadisticas altamente significativa (**) a los 75 y 90 dias (Cuadro N° 55).

En promedio a los 60 dias se cuantifico 2.78 cm (B2: Bencil adenina) y 2.75 cm
B1 (Kinetina) de longitud de raiz. Existio un incremento de 0.14 cm en la longitud
de raiz a los 75 dias, mientras que 0.13 cm a los 90 dias como efecto principal de

la hormona Benciladenina (B2) sobre Kinetina (B1).

Esta respuesta de la mayor longitud de raiz por parte de B2 se debe a que esta
hormona, la Benciladenina tiende a promover el crecimiento de brotes laterales y
el desarrollo de raices, mientras que la Kinetina es conocida por su capacidad para
promover la division celular y el crecimiento de brotes, asi como para retrasar la
senescencia de las hojas. Otros factores que influyeron sobre esta respuesta es el

tipo de explante, genética de la planta, técnicas de propagacion, entre otras.
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Cuadro N° 56

Tukey al 5%, factor C (Dosis de reguladores de crecimiento), longitud de raiz

(LR)

Longitud de raiz

Factor C (Dosis de
reguladores de

LR 60 dias (**)

LR 75 dias (**)

LR 90 dias (**)

crecimiento) Medias Medias Medias
C4 (6 mg/L) 2 i 1%5
C3 (4 mg/L) ; 465 g
C2 (2mglL) ; 4E'38 6;
C1 (0 mg/L) 0(.:1 0[.)4 o[.)5

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para Factor C (Dosis de reguladores de
crecimiento) en la variable longitud de raiz (LR), registrado a los 60, 75 y 90 dias.

Una comparativa con el trabajo realizado por Mikhovich & Teteryuk (Anexo

N°4), se observa resultados diferentes con una longitud de raiz de 2.8 sm.

Gréafico N°40

Promedios, variable en la variable longitud de raiz
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Mediante el analisis de varianza ADEVA se determiné que las diferentes dosis de
reguladores de crecimiento (FC) aplicados a los explantes de clavel para su
produccidn in vitro presentaron un efecto muy diferente (**) sobre la longitud de

raiz a los 60, 75 y 90 dias de evaluacion respectivamente.

Mediante la prueba de Tukey al 5% realizada para separar promedios del factor C,
en lo que hace referencia a la variable LR, se determiné que el maximo exponente
fue la dosis maés alta del regulador de crecimiento (C4: 6 mg/L) con 5 cm a los 60
dias; 8 cm a los 75 dias y 10.5 cm a los 90 dias. Por el contrario, y en respuesta
I6gica el menor promedio lo presentaron las raices correspondientes a (C1: 0
mg/L) con un valor de 0.1, 0.4 y 0.5 cm, para cada etapa de evaluacion

respectivamente.

Con estos resultados se concluye que la eficiencia de la dosis en esta investigacion
se debid a la concentracion del regulador de crecimiento, ya que las
concentraciones demasiado bajas o ausentes (testigo) tuvieron un efecto no

deseado en el crecimiento de los explantes.

e Supuestos de normalidad NEC

Cuadro N° 57
Prueba de normalidad de Shapiro Wilks NEC

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

RDUO NEC 48 0 0,02 0,55 <0,0001
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Grafico N°41

QQ-Plot DER
0,091 n= 48 r= 0,656 (RDUO NEC) °

o

LLl

=

S 0,05

)

x

(72]

g

g 0,00

@

28

o

n

2 -0,05

@

=]

O

0,09' f ™ T T T
-0,09 0,05 0,00 0,05 0,09
Cuantiles de una Normal(3,8164E-017,0,00039894)
@ rouoNEC Recta Y=X

e Supuestos de varianzas homogéneas NEC 90 dias
Cuadro N° 58
Prueba de Levene NEC 90 dias
F.V. SC al CM p-valor
Modelo 3,20E-03 5 6,40E-04 2,12 0,0815
FA 6,40E-04 1 6,40E-04 2,12 0,1527
FB 6,40E-04 1 6,40E-04 2,12 0,1527
FC 1,90E-03 3 6,40E-04 2,12 0,1118
Error 0,01 42 3,00E-04
Total 0,02 47
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Grafico N°42

Dispersion NEC 90 dias
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e Numero de explantes contaminados (NEC) a los 90 dias
Cuadro N°59
ADEVA numero de explantes contaminados (NEC) a los 90 dias
F.V SC gl CM F P-valor
Modelo 6456,69 17 379,81 | 607688,59 < 0,0001
Repeticiones 0 2 0 1 0,3798
FA 0 1 0 0 >0,9999
FB 209,17 1 209,17 334668 < 0,0001
FC 1040,84 3 346,94 555112 < 0,0001
FA*FB 831,67 1 831,67 1330668 < 0,0001
FA*FC 2084,18 3 694,73 1111560 < 0,0001
FB*FC 1875,01 3 625 1000004 < 0,0001
FA*FB*FC 415,84 3 138,61 221780 < 0,0001
Error 0,02 30 0
Total 6456,71 47

Mediante el analisis de varianza ADEVA se determind que las variedades (FA)

usadas para la reproduccién in vitro presentaron n significancia (ns) con un p-
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valor >0,9999; que las citoquininas (FB) usadas para la reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que las dosis de
citogquininas (FC) aplicados a los explantes de clavel para su reproduccion in vitro
presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de
las variedades en conjunto con las citoquininas (FA*FB) usadas para la
reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001;
que la interaccion de las variedades en conjunto con las dosis de citoquininas
(FA*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia (**)
con un p-valor < 0,0001; que la interaccion de citoquininas en conjunto con las
dosis de citoquininas (FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron
alta significancia (**) con un p-valor < 0,0001; que la interaccién de las
variedades en conjunto con las citoquininas y las dosis de citoquininas
(FA*FB*FC) usadas para la reproduccion in vitro presentaron alta significancia
(**) con un p-valor < 0,0001; sobre el nimero de explantes contaminados (NEC)

a los 90 dias. La contaminacion se pudo deber a razones antropogeénicas.

Cuadro N° 60

Tukey al 5%, numero de explantes contaminados (NEC)

NuUmero de explantes contaminados

Tratamientos Promedio Rango
T14 33.3% A
T3 33.3% A
T5 16.7% B
T1 16.7% B
T10 16.7% B
T11 16.7% B
T16 16.7% B
T2 16.7% B
T15 0.0% C
T12 0.0% C
T6 0.0% C
T8 0.0% C
T4 0.0% C
T7 0.0% C
T13 0.0% C
T9 0.0% C
CcVv 0.24%
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\ Media general \ 10.4% (**)

Nota: Resultados estadisticos y prueba de Tukey al 5% para tratamientos en la variable nimero
de explantes contaminados (NEC).

Gréfico N°43
Promedios de la variable nimero de explantes contaminados
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En cuanto al “porcentaje de explantes contaminados durante el ensayo, el analisis
de varianza (ADEVA) nos indica que existieron promedios de tratamientos
estadisticamente muy diferentes (**) para esta variable. En este analisis se
determind un CV de 0.24%. En promedio general la contaminacion de los
explantes fue de 10.4%, en este ensayo. Estos resultados nos confirman el buen

manejo que se dio al ensayo especialmente en la parte de inocuidad,

Segun la prueba de Tukey al 5% realizada para separar promedios de tratamientos,
se identificd que la mayor contaminacion se dio en T3y T14 con el 33.3%; existio
0% de contaminacion en los tratamientos T4, T6, T7, T8, T9, T12, T13y T15.

La contaminacion de explantes en el laboratorio es un problema comun en la
propagacién de plantas in vitro, en este estudio este porcentaje fue bajo y fueron

causados por varios factores entre los cuales sobre salen; contaminacion cruzada,
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es decir la transferencia de microorganismos patégenos de un cultivo contaminado
a otro cultivo estéril; manipulacion incorrecta de los explantes junto a la
exposicion a fuentes no estériles, como el aire; el uso de agua de baja calidad en la
preparacion de medios de cultivo; la presencia de microorganismos en el aire,
polvo o en el entorno de laboratorio y contaminacion enddgena entre otros.

¢ Anadlisis econdémico, relacion beneficio/costo (AE)

Inversion: $ 866,64 (Anexo 3.)

Valor neto por unidad: $ 0,73

Unidades aproximadas vendidas cada 6 meses: 120

Valor de paquete de doce unidades de explantes: $ 8,76

Cuadro N°61

B/C

Tasa de

descuento 30%
Tipo de 6 12 18 24
producto | Inversion | meses | meses meses meses | 30 meses RVZANNENNNIZRN=T(@
Explante
sde -$ 866,64 $ $ $ $ $| 8676, 33| 1,10
clavel 87,60| 175,20| 350,40| 700,80| 1.401,60 %| % 0
Tasa
de
descue
nto 0% 5%| 10%| 15%| 20%| 25%| 30%| 35%| 40%| 45%| 50%
Valor S S S S S S S| S -$ -5 -$
actual | 1.848,| 1.353,|969,9|669,9|432,0(241,3| 86,7 | 39,6| 143,9| 230,7 | 303,5
neto 96 13 9 3 4 0 6 4 5 6 5
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Grafico N°44
VAN y TIR
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¢ Anadlisis de correlacion y regresion lineal

Cuadro N°62

Analisis de correlacion y regresion lineal

Componentes de Coeficiente .
longitud de raiz Coeficiente | de regresion | Coeficiente , de
de (b) Determinacion (R° %)
(\Variables
independientes XS) Corrg!;:lmon
NUmero de brotes por
explante 45 dias (**) 0.70 3.72 49
Numero de brotes por
explante 60 dias (**) 0.70 3.43 49
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Numero de brotes por

explante 75 dias (**) 0.73 3.46 53
Longitud de brote 45 dias
(**) 0.88 0.37 77
Longitud de brote 60 dias
(**) 0.86 0.24 74
Longitud de brote 75 dias
(**) 0.86 0.24 74
Numero de hojas por
brote 45 dias (**) 0.75 1.56 56
Numero de hojas por
brote 60 dias (**) 0.72 1.31 52
NUmero de hojas por
brote 75 dias (**) 0.62 1.14 39
Dias a la emisién de raices
(**) -0.72 -0.17 52
Numero de raices 60 dias
(**) 0.90 1.22 80
Numero de raices 75 dias
(**) 0.84 0.92 71
Numero de raices 90 dias
(**) 0.85 0.90 73
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Longitud de raiz 60 dias
(**) 0.97 1.76 95

Longitud de raiz 75 dias
(**) 0.98 1.33 96

Nota: Resultado del andlisis de correlacion y regresion lineal de las variables independientes (Xs),
que tuvieron una significancia estadistica sobre la longitud de raiz en explantes de claveles a los
90 dias (variable dependiente Y).

e Coeficiente de Correlacion (r)

En la presente investigacion se determind las siguientes relaciones y/o estreches
altamente significativas (**) positivas, de las variables independientes versus la
dependiente longitud de raiz al final del ensayo: nimero de brotes por explante;
longitud del brote; nimero de hojas a los 45, 60 y 75 dias; nimero de raices a los
60, 75y 90 dias y longitud de la misma a los 60 y 75 dias (Cuadro N° 62).

La variable que presentd una relacion negativa altamente significativa (**) con la

longitud de la raiz a los 90 dias fue dias a la emision de raices (Cuadro N° 62).

o Coeficiente de Regresion (b)

Las variables independientes que contribuyeron a incrementar la longitud de la
raiz a los 90 dias fueron: nimero de brotes por explante; longitud del brote;
namero de hojas a los 45, 60 y 75 dias; nimero de raices a los 60, 75 y 90 dias y
longitud de raiz a los 60 y 75 dias (Cuadro N° 62).

Por el contrario, la variable independiente que redujo la longitud fue: dias a la
emisién de raices, esto quiere decir que a mayor duracion de la ER en los
explantes de clavel menor fue la longitud de las mismas, lo que incide

directamente en la sobrevivencia del explante.

e Coeficiente de Determinacion (R?)
En esta investigacion los valores mas altos de R? se dieron en la relacion o

asociacion de longitud de raiz a los 60 y 75 dias vs longitud de raiz a los 90 dias
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con valores del 95% y 96% respectivamente, siendo este Gltimo el mejor ajuste

para la sobrevivencia de explantes (Cuadro N° 62).

La reduccion de la longitud de raiz a los 90 dias en un 52% fue debido a los
tratamientos con emision de raiz tardios; es decir un mayor tiempo a la formacion
de raices redujeron las posibilidades de sobrevivencia del explante fuera del
medio del cultivo, ya sea por efecto de contaminacién y/o autonomia del explante

para nutrirse (Cuadro N° 62).

4.1.2. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS
Hipotesis nula:

Ho: La evaluacién de los explantes de clavel mediante propagacion in vitro,

utilizando dos tipos de citoquininas, en cuatro dosis; son similares.
Hipotesis alterna:

Ha: La evaluaciéon de los explantes de clavel mediante propagacion in vitro,

utilizando dos tipos de citoguininas, en cuatro dosis; son diferentes.

En base a los resultados de las variables evaluadas en esta investigacion y
considerando la dependencia existente de los factores (**) se rechaza la hipotesis
nula y se acepta la hipdtesis alterna, la misma que nos indica que el desarrollo de
explantes de clavel mediante propagacion in vitro utilizando dos tipos de

citoquininas en cuatro dosis; son diferentes.
4.1.3. CONCLUSIONES

Una vez procesado y analizado los distintos datos estadisticos, morfoldgicos y

econdmicos, se sintetizan las siguientes conclusiones:

e Lavariedad que mejor propagacion presentd en esta investigacion fue el clavel
verde con los promedios mas elevados de numero de brotes y raices, longitud
de brotes y raices, mayor numero de hojas y precocidad a la emision de las

mismas.
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Se determindé que la citoquinina con mejores caracteristicas para la
reproduccion de plantulas in vitro fue B2: Bencil adenina con los valores mas
elevados del numero de brotes y raices, longitud de brotes y raices, mayor

numero de hojas y precocidad a la emision de las mismas

En el presente estudio se evalud que la dosis Optima de citogquinina para una

mayor propagacion in vitro de explantes fue de 6 mg/L.

En cuanto a la interaccion de factores el mejor tratamiento fue el T8 (Alx B2x
C4) con un promedio de 4.7 (5) brotes de 60 mm de longitud; 16 raices de 17
mm; 11.3 (11) hojas por brote; 16 dias a la emision de raices y 0% de

contaminacion.

Los componentes que incrementaron la longitud de raiz a los 90 dias fueron:
namero de brotes y raices, longitud de brotes y raices, mayor nimero de hojas;
dias a la emision de raices y nimero de explante contaminados. Se redujo el

rendimiento en un 52% por los dias de brotacion de las raices.

El mejor tratamiento en este estudio, considerado desde el punto de vista
econdmico, fue el T8. Con un costo benéfico (B/C) mayor a 1, lo que indica su
viabilidad positiva (Cuadro n°37)

4.1.4. RECOMENDACIONES

Para la propagacion de clavel verde (Lege verde) in vitro se recomienda
aplicar reguladores de crecimiento a base de citocinas especialmente la
Benciladenina debido a su capacidad para promover la division celular y la
elongacion de las células, lo que resulta en un crecimiento mas rapido y

vigoroso de los explantes

Se recomienda aplicar Benciladenina a los explantes en una dosis de 6 mL/I
por el método de inmersion debido a su eficiencia en este estudio y su alta

capacidad de solubilidad en agua.
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Continuar con el proceso de evaluacion de cultivos in vitro con diferentes

partes vegetativas, y otras variedades de dificil propagacion.

Tomar en cuenta que la contaminacion en la gran mayoria de los explantes se
debid a un factor antropogénico, a razon de una manipulacion inexperta, por lo
cual se recomienda realizar la siembra de la mayor cantidad de explantes bajo
supervision, o en su defecto ampliar las fechas y los nimeros de frascos al

realizar la siembra de explantes.

Realizar la transferencia de resultados, a la comunidad Universitaria y
profesionales dedicados a la propagacion en laboratorio de claveles, para la

sistematizacion de protocolos y dosis Optimas expresadas en este trabajo.

Aumentar el numero de explantes por frascos de 2 a 4, 0 en un mejor caso
aumentar el nimero de frascos, con la finalidad de disminuir la contaminacion

antropogeénica en los frascos con explantes.

Tomar en consideracion la seccion tomada de las plantas madres, ya que la
parte media apical superior es la que mayor tendencia a desarrollar raices

posee, facilitando la toma de variables relacionadas a la raiz.
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ANEXOS



Anexo N°1. Ubicacion de la investigacion

Vista general de la ubicacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos

Naturales y del Ambiente, canton Guaranda provincia Bolivar.
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Anexo N°2. Base de datos

Tratami | Repetici | F | F | F | NBE 45 | NBE 60 | NBE 75 LB45 | LB60 | LB75 | NHB45 | NHB60 | NHB75 |[DE|{ NR60 | NR75 | NR90 | LR60 | LR75 | LR90 | NE
entos ones |A|B|cC| Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias R | Dias Dias Dias Dias Dias Dias | C
A|lB|C 16

T1 1 1111 2 2 2 9 10 10 3 6 8 70 0 1 1 0 0,3 0,5 7
A|lB|C 16

T2 1 1112 3 3 3 22 28 30 6 6 6 15 6 10 10 5 7 9 7
A|lB|C 33

T3 1 1113 4 4 4 20 28 28 4 6 6 30 1 2 2 4 5 6 ,2
A|lB|C 0,

T4 1 1114 3 3 3 25 38 38 6 8 8 15 10 13 13 7 9 13 0
A|lB|C 16

T5 1 1121 2 2 2 7 11 11 3 4 4 30 1 5 5 0,2 0,4 0,5 7
A|lB|C 0,

T6 1 1122 4 4 4 22 34 34 8 8 8 30 1 8 8 3 4 6 0
A|lB|C 0,

T7 1 1123 4 4 4 38 59 59 9 10 11 30 6 8 8 4 5 9 0
A|lB|C 0,

T8 1 1124 4 4 4 44 60 60 9 11 11 15 9 14 16 9 13 17 0
A|lB|C 0,

T9 1 2111 1 1 1 5 6 6 4 4 4 75 0 5 5 0 0,4 0,5 0
A|lB|C 16

T10 1 2(1|2 3 3 3 18 22 22 4 6 6 30 1 6 6 2 5 6 7
A|lB|C 16

T11 1 2113 3 3 3 11 22 23 4 5 5 30 1 2 2 2 3 4 ,7
A|lB|C 0,

T12 1 2114 3 3 3 28 34 34 7 10 10 30 1 4 4 2 5 7 0
A|lB|C 0,

T13 1 2121 2 2 2 9 9 9 3 4 6 75 0 1 1 0 0,4 0,5 0
A|lB|C 33

T14 1 2122 3 3 3 18 25 25 4 4 4 30 1 2 2 2 3 4 ,3
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Anexo N°3. Presupuesto estimado

Concepto y/o Actividad Cantidad | Unidad V. Unitario | V. Parcial
Materiales de laboratorio
Hojas de bisturi 1 Caja $ 35,00 $ 35,00
Papel aluminio 1 Rollo $ 3,50 $3,50
Papel toalla 1 Rollo $ 4,00 $4,00
Plantulas de clavel 60 U $ 0,30 $ 18,00
Tubos de ensayo 50 U $ 2,50 $ 125,00
Desinfectantes
Alcohol 95 grados 1 Litros $ 9,00 $9,00
Alcohol antiséptico 2 Litro $ 7,00 $ 14,00
Hipoclorito de Ca 2 Litro $ 3,00 $ 6,00
Jabon liquido 1 Litro $ 6,00 $ 6,00
Reactivos
Agar 500 g $0,20 $ 100,00
Macronutrientes 136 g $ 0,35 $ 47,60
Micronutrientes 493 Mg $ 0,10 $ 49,30
Quelatos de Hierro 2,2 g $ 8,18 $ 18,00
Reguladores de crecimientos 90 Mg $ 0,35 $31.50
Vitaminas 315 Mg $ 0,08 $ 25,20
Materiales de oficina

Anillado 12 U $ 3,00 $ 36,00
CD-R 3 CD-R $ 1,00 $ 3,00
Copias 500 Hojas $ 0,10 $ 50,00
Empastado 3 Empastado | $ 40,00 $ 120,00
Hojas de papel bond 2 Resma $ 5,00 $ 10,00
Impresiones 250 Hojas $ 0,15 $ 37,50
Pen drive 1 Pen drive $ 5,00 $ 5,00
Subtotal USD

$ 753,60
Imprevisto 15% capital circulante

$113,04
GRAN TOTAL USD $ 866,64
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Anexo N°4. Cuadro comparativo 1

Table 1
The percentage of viable callus and the number of fragments per callus of Gypsophila uralensis
callus culture, depending on the mineral composition of the nutrient medium and the content

of growth regulators
MS WPM
No passage Growth regulators, | % explants that number of % explants that number of
mg /1 formed callus fragments per formed callus fragments per

callus. pes. callus. pes.

1 BA1.0O+IAAQL 93650 7.1+x1.7 83844 5106
2 BAO2 83880 6.1+24 85644 4706
BA10+IAAQ1 90.5+3.0 §1=1.1 87653 64=16

3 BA02 83440 54=x11 85448 36207
BA10+IAAQ1 87.2+58 58+1.0 81642 3806

4 BAOD2 37440 52+£07 85648 3907
BA10+IAAQ1 30450 5606 B6.0=44 4106

Table 2
The efficiency of Gypsophila uralensis regeneration by callusogenesis WPM medium
Growth Regulators, mg / 1 The share of ‘,'J.Dl?otfs with Shoot length, sm The number of pairs of
roots, % leaves, pcs
IAA 0.1 529+39" 1.7£0.2° 3902
IAA 1D 50.8=48" 23+0.2° 47+02°
[AAD2+IBADS 508+63° 28+0.1% 5.7x02°
The control 96+2.0° 13=+014 33+0.1°
(without hormones)

*4 Significance indicators of differences in the Duncan test (P = 0.05). where different letters after the average value in
the columns show that the differences are significant. the same letters — no differences.

Fuente: (Mikhovich & Teteryuk, 2020)

117



Anexo N°5. Cuadro comparativo 2

Iable 1a. Effect of different concentrations of BAP on shoot formation.

No. of explants

N N . Mean number of cultures
Days for shoot formation

S. No. Media Composition enltured showing shoot formation
Apical Nodal Apieal Nodal

1 MS 1 MS Basal 10 196+ 0669  246+0726° 22+0.334° 0=+04"
2 MS?2 BAP 1.0 mg/| 10 140+ 0489" 16.4+0456° 30£04¢ 2.0+£0282¢
3. MS3 BAP 2.0 mg/] 10 10.2 4 0.334° 160 + 0.4 5.0+0489°  3.040.282°
4. MS4 BAP 3.0 mg/| 10 0.4+ 0357 0.8+ 0.657° §4404356" 6.4+ 0456°
3 MSS BAP 4.0 mg/| 10 6.2 +0.521° TOL0489°  10.2£0438" 106+ 0.669
6. MS6 BAP 5.0 mg/] 10 7.2+ 0.438° 0.4+ 0.456° §2+0521"  §.0+0282"

Means followed by different letters in the same column differ significantly at p=0.05 aceording 1o Duncan’s new multiple range test.

Table Th. Effect of different concentration of BAP and Kinetin on shoot formation.

No, of explants

. oS 8 ing s
Days for shoot formation Cultures showing shoot

S.No. | Media | Composition formation
cultured
Apical Nodal Apical Nodal
1. MS1  BAP 1.0 mg/H Kin 0.5 mg/l 10 11.2+0.521° 2000 4+ 0.632°  8.2+0334"  T4+0219
2. MS2  BAP 2.0 mg/l+ Kin 1.0 mg/l 10 15.2+0.334 26.2+0.769" 54 0357 5.4+045"
3 MS3  BAP 3.0 mg/lt Kin 1.5 mg/l 10 15.0 £ 0.632° 26.0 + 0.692" 4.0+ 04" 440219
4. MS4  BAP 4.0 mg/l+ Kin 2.0 mg/] 10 202+ 0.334" 30,04 1356 2240178 2.0 +0.282°
5. MS3  BAP 5.0 mg/H Kin 2.5 mg/| 10 22.2£0.438" 30,2+ 1.035"  34£0456° 3420219

Means followed by ditferent letters in the same column ditfer signiticantly at p=0.0

15 according to Duncan’s new multiple range test

Table 3a. Effect of different concentrations of NA A on fn virro rooting,

“TF LT TV HINVY

Media Composition Nao. of eultured Mean number of cultures Days for root Root induction
(mg/l) inoculated showing root induction induction response

MS1 NAA DS 10 A0+0.219° 122 +0.715 +

MS2 NAA 1.0 10 9.6 + 0357 9.2+ 0.334" -+

MS3 NAA 1.5 ] 9.0 £ 0.2§2° 9.0 +0.282° -+

M54 NAA 2O 10 8.0=04" 9.8+0334" +

MSS NAA2S 10 2.0 +0.282° 12.6 = 0.456" I

Means followed by different letters in the same column difler si

gnilicantly at p=0.03

according o Duncan’s new multiple range test,

= Poor, ++ = Fair, + = Standard ¢rror of mean, = Giood, = Excellent
Table 3h. Effect of different concentrations of IBA on Jur vitro rooting.
Media Compaosition No. of eultured Mean number of cultures Days for roat Root induetion
(mg/l) inoculated showing, root induction induction response
MS1 IBA Q.5 10 22403347 14.2 40334 |
MS2 IBA 1.0 10 22+0.178 12,0 + 0.632" l
MS3 IBA 1.5 10 3.04+0.282" 12.240.334" |
MS4 IBA 2.0 10 5.2405334" 10.4 + 0.456° +t
MS3 IBA 2.5 10 6.0+0.282" 10.0+0.282° ++

Mezans followed by different letters in the same column differ significantly at I*

0,05 according to Duncan™s new multiple range test,

== Poor, =+ = Fair, = = Standard error of mean, —+ = Good, ++++ = Excellent
Table 3c. Effect of different concentrations of NAA and IBA on In vitro rooting.
. Composition No. of eultured  Mean number of eultures Days for root Root induction

Media (mg/T) inoculated showing root induction induetion response

MS1 NAAOS - IBA QS 10 5240178 12,8+ 0.334° ++

MS2 NAAOS+IBA 1.0 10 6.0+ 0.282° 102+ 0.334" +—+

MS3 NAAOS - IBA LS 10 8.0 + 0.489" 10.0 + 0.489° -

M54 NAA 1O+ IBA 2.0 10 1.6 + 0.456" 8.0+ .296° -+

Means tollowed by different letters in the same column differ significantly ot P = 0.05 according to Duncan”s new multiple range test.

Poor, =+

Fair, £

Standard error of mean,

Giood, ++++

Eucellent

Fuente: (Ali, Afrasiab, Naz, Rauf, & Iqbal, 2008)
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Anexo N°6. Cultivo segin Murashige y Skoog
PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE
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Anexo N°7. Clavel

Tallos firmes y largos desde 30 hasta 80 cm de altura y colores definidos.
Botdn de 1,5 cm de longitud.
Colores definidos de acuerdo a la variedad de la planta.

Durabilidad después de su corte de 10 a 15 dias en el florero.
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Anexo N°8. Empresas de flores por provincia

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Empresas de Flores por provincia Ecuador

ZONA EMPRESAS

............. Cotopaxi i 443 Empresas
Pichincha 366

PO o 1617 e

........... Tungurahua 13

i \mbabura

............... Azway A1

... Buayas 8
. Santodomingo 6 1

............ Chimborazo = 5§

e Cafar o 1.

FOAURTIE B0
SIS Y S

. . 1
: . MoronaSantiago G 1
Zamora Chinchipe : 1 :

g
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Anexo N°9. Fotografias de la instalacidn, seguimiento y evaluacion del ensayo

Fotografia 1. Adquisicion del material vegetal en el Invernadero origen en el
canton Pujili provincia de Cotopaxi.

Fotografia 2. Material vegetal transplantado para aclimatacion, desarrollo y
posterior uso.

1 8

TV

Fotografia 3. Prueba del método de Fotografia 4. Preparacion de medios de
desinfeccion del material vegetal. cultivos.
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flujo.

Fotografia 6. Frascos diferenciados Fotografia 7. Toma de datos con la ayuda
por color de la solucion madre para de un calibrador de vernier.
identificacion del tratamiento.

Fotografia 8. Visita de campo.
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Anexo N°10. Glosario de términos
B/C: Costo-Beneficio; representa la relacion global entre los costos y beneficios

durante un periodo determinado.

Biotecnologia: Se refiere a toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas
bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de

productos o procesos para usos especificos.

Citocinesis: Cconsiste en la separacion fisica del citoplasma en dos células hijas
durante la divisién celular. Tanto en la mitosis como en la meiosis se produce al

final de la telofase, a continuacion de la cariocinesis.

Citoquininas: Son un grupo de hormonas vegetales (fitohormonas) que
promueven la division y la diferenciacion celular. La citoquinina regula una serie
de procesos de la planta, incluyendo la divisién celular, el crecimiento de los

brotes y las raices, el rendimiento de grano, y la ecologizacion.

Cogeneracion: La cogeneracion es el procedimiento mediante el cual se obtiene
simultdneamente energia eléctrica y energia térmica util. Si ademéas se produce

frio se llama trigeneracion.

Dehiscente: Apertura espontanea de una estructura vegetal para dispersar su
contenido, ya sea polen o semillas.

Entrenudos: es la parte del tallo comprendida entre dos nudos de donde sale otra
rama. El primer entrenudo de la planta es el hipocétilo, situado entre el cuello de
la planta y los cotiledones. Por encima de los cotiledones, se encuentra el segundo

entrenudo, denominado epicétilo

Epicétilo: Es la parte del eje del vastago que, en el embrion, se encuentra situado

por encima de la insercion de los cotiledones.
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Explante: Es un tejido vivo de la planta separado de su Organo propio y

transferido a un medio artificial de crecimiento.

Exportaciones FOB: La exportacion de los bienes a precios FOB (Free on
Board) valor que corresponde al precio de mercado de los bienes en la frontera del

pais exportador.

Fitoplasma: es un parasito de las plantas, aparentemente de la clase de los
Mollicutes, en la cual su supervivencia es posible s6lo en el interior de las plantas
huéspedes. Los fitoplasmas son considerados formas intermedias entre las

entidades virales y las bacterias

Fitorregulador: Es una sustancia natural o artificial sintética que estimula o
inhibe ciertos procesos especificos de la fisiologia propia de las plantas, es decir

que actan como hormonas vegetales.

Fragmento: Un esqueje es un fragmento de tallo, o también de hoja o raiz,
desgajado o cortado de una planta e introducido en sustrato o directamente en el

suelo, para que enraice con intencion de reproducirla.

Gelificante: Son las substancias con la capacidad de crear geles. Un gel esta
compuesto por dos fases (solido-liquido) que le aportan una densidad similar a los

liquidos, sin embargo su estructura se asemeja mas a la de un sélido.

Glabro: Un tallo que esta desprovisto de pelos y glandulas.

Higienizacion: Es un término ambiguo, Ultimamente muy utilizado en el
mercado, que se aplica a aquellos procesos de limpieza en los que mediante el uso

de productos denominados higienizantes se supone que ademas de limpiar, se

reduce la carga bacteriana.
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Hipocdtilo: Es el término boténico usado para referirse a una parte de la planta

que germina de una semilla

Hormonas: Son sustancias segregadas por células especializadas, localizadas en
glandulas endocrinas, o también por células epiteliales e intersticiales cuyo fin es

el de influir en la funcién de otras células

Incoterms: International commercial terms (términos internacionales de
comercio) son términos, de tres letras cada uno, que reflejan las normas de
aceptacion voluntaria por las partes en un contrato de compraventa internacional

de mercancias acerca de las condiciones de entrega de las mercancias.

Kinetina: Es un tipo de citoquinina, una clase de hormona vegetal que promueve

la division celular.

Material biologico: Es la Biomasa (energia) que es la materia bioldgica, viva o

muerta, que puede ser utilizada como combustible.

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

grandes cantidades.

Patdgenos: Se considera un agente patdogeno a toda aquella entidad
bioldgica capaz de producir una enfermedad infecciosa en un huésped (humano,

animal, vegetal, etc.) sensiblemente predispuesto.

Precio FOB: Comprende el precio de salida de fabrica u origen, los margenes
comerciales, los costos de transporte hasta la frontera, los costos de carga en el
navio o en cualquier otro medio de transporte internacional y los posibles

gravamenes a la exportacion.
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Propagacion: Propagacion, del latin propagatio, es la accion y efecto de
propagar. Este verbo refiere a hacer que algo llegue a distintos sitios de aquel en
que se produce; a extender o dilatar algo; o a multiplicar algo por generacion u

otras vias de reproduccion.

TIR: Tasa Interna de Retorno o TIR es la tasa de interés o de rentabilidad que
ofrece una inversion. Asi, se puede decir que la Tasa Interna de Retorno es el

porcentaje de beneficio o pérdida que conlleva cualquier inversion.

Total industrializados: Rubro que presenta el total de los principales productos

elaborados que el pais vende al exterior.

Total primarios: Rubro que presenta el total de los principales productos que se
venden al exterior (para consumo o produccion) en el estado en que se encuentran

en la naturaleza o transformados en productos primarios no elaborados.

Totipotencia: Es la potencia celular maxima, que le confiere a la célula la
capacidad de dirigir el desarrollo total de un organismo.

VAN: EI valor actual neto (VAN), es un indicador financiero que sirve para
determinar la viabilidad de un proyecto; corresponde al valor presente de los

flujos de caja netos originados por una inversion.

Variegacion: La denominacion cientifica de “Variegata” es la apariencia de zonas
diferentemente coloreadas en las hojas y a veces en el tallo de las plantas; las
plantas que presentan una variegacion son quimeras con diferentes composiciones
genéticas en sus tejidos, lo que puede ser debido a un nimero de causas. Una
cierta variegacion es atractiva y ornamental y los jardineros tienden a preservar

estos casos.

Vigor: Fuerza o actividad notable de las cosas animadas o inanimadas, viveza o

eficacia de las acciones en la ejecucion de las cosas, fuerza de obligar en las leyes
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u ordenanzas, Duracion de las costumbres o estilos, entonacion o expresion

enérgica en las representaciones teatrales y en las obras artisticas o literarias.
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