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RESUMEN

Oliva Chavez, Adela Sarahi. 2003. Produccién in vitro de helecho Cola de Quetzal
(Nephrolepis cordifolia) comparando y evaluardo los costos de dos sistemas de
multiplicacion y dos concentraciones de kinetina. Proyecto Especial del Programa de
Ingeniero Agrénomo, El Zamorano, Honduras. 38 p.

En & mercado de los ornamentales, e Helecho Cola de Quetzal (Nephrolepsis cordifolia)
siempre ha tenido gran demanda para la decoracién de jardines exteriores e interiores.
Diferentes mercados buscan material de este helecho y € Laboratorio de Cultivo de
Tgjidos y Micropropagacion (LCTM) de Zamorano esta en disposicién de abastecer parte
de las demandas del material. El objetivo de este estudio fue validar 1os protocolos de
produccion de Nephrolepsis cordifolia y evaluar los costos de este proceso. Durante la
validacion del protocolo se evaluaron las tasas de multiplicacion in vitro (TMSF) ylos
promedios totales de pérdida (PTP) durante la multiplicacion y enraizamiento en el
laboratorio y la sobrevivencia, nimero de hojas y apariencia del materia en la etapa de
aclimatacion en e invernadero, ademas de una estructura de costos para definir el precio
de venta del producto. Para la etapa de multiplicacion se evaluaron las TMSF utilizando
dos sistemas de produccion (en tubos de ensayo y suspensiones celulares) bajo dos
concentraciones de kinetina (2 y 4 mg/L). Durante la etapa de aclimatacion se utilizaron
tres substratos: (A) arena:compost (2:1); (B) casulla:compost:arena:musgo:fibra de coco
(5:3:1:1:1); y (C) compost:carbon:arenamusgo (3:2:1:1). Los datos estadisticos se
evaluaron utilizando el programa MINITAB 13® aun nivel de significanciade 0.05. En la
evaluacion de las TMSF y los PTP, e sistema de suspensiones celulares presentd la mejor
respuesta con una diferencia significativa de P<0.05. Para la aclimatacion, la mayor
sobrevivencia se observo en € substrato A, ya que las vitroplartulas tenian mejor
apariencia y méas hojas. La forma mas econdmicamente factible de produccién fue
utilizando suspensiones con una concentracion de 2 mg/L de kinetina y utilizando para la
aclimatacion el substrato A, con un costo aproximado de $0.77 por planta aclimatada.

Palabras clave: Hormonas, micropropagacion de helechos, suspensiones celulares,
substratos, tasas de multiplicacion.

Abelino Pitty, Ph D.
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1. INTRODUCCION

En e mercado de los ornamentales, los helechos siempre han sido uno de los productos
con mayor demanda para ser utilizados en la decoracién de jardines exteriores e interiores.
Esto hace necesario la constante busqueda de métodos que garanticen una produccion
constante y répida de material para propagar.

Segun Castro (1999), una de las principales ventajas de la propagacién mediante técnicas
de cultivo in vitro es que no solamente se puede obtener una cantidad masiva de plantas,
Sin0 que estas son Méas sanas, uniformes y de mejor apariencia que las propagadas de
manera convencional.

Segun Pollard y Walker (1990) esta regeneracion se observa cuando los explantes son
expuestos a altas concentraciones de citocininas/auxinas, proveidos en medios de cultivo,
para estimular laformacion de yemas adventicias. En el caso de helecho Cola de Quetzal,
para su multiplicacion in vitro se utilizan altas concentraciones de kinetina en un medio
liquido.

De acuerdo a Hartmann y Kester (1990), en €l proceso de organogénesis del helecho hay
varias etapas que se describen a continuacion:

a. Establecimiento (Etapa l): Los segmentos de estolon de aproximadamente 1 cm,
se desinfestan y se establecen en un medio liquido conteniendo una concentracion
de 1 mg/L de Kinetina. Estos segmentos contienen rizomas jovenes y verdes y
comienzan brotacion alas 4 — 5 semanas de establecido el cultivo.

b. Multiplicacién de brotes (Etapall): En esta etapa cada multi-brote es separado
en brotes més pequefios que crecen de una masa basal de callo. Al igud que en la
etapa anterior se utiliza un medio liquido con la diferencia de que se le duplica €
nivel de kinetina arazén de 2 mg/L. En la etapa de multiplicacion se llevan acabo
un total de 3 — 4 subcultivos, debido a que después del 4to subcultivo hay
presencia de brotes fuera de tipo. Las vitroplantas se mantienen en esta etapa de
4 — 5 meses.

c. Enraizamiento (Etapa Ill): El proposito de la tercera etapa es preparar las
vitroplantas para e transplante del ambiente artificial del laboratorio a un
ambiente autotréfico en € invernadero mediante la induccién a la formacién de
raices. Se eliminan las kinetinas del medio, se mantiene la concentracion de ANA
(auxina) a razon de 0.1 mg/L y se aumenta la diversidad de vitaminas,
afadiéndose Piridoxina y Acido nicotinico. Se reduce la cantidad de sucrosa en €
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medio de 30 a 20 g/L. El tiempo de duracién de esta etapa es de aproximadamente
4 semanas. Se continua con € medio liquido para reducir los problemas de
oxidacion en las plantas, que se aumentan cuando |os medios son solidos.

d. Aclimatacion (Etapa 1V): Para su transplante a invernadero los brotes
enraizados se extraen de los contenedores en que han permanecido creciendo y
multiplicandose en €l laboratorio y se lavan para eliminar los residuos de sucrosa
gue pudieran atraer e atague de hormigas. Las plantas son transplantadas a
bandegjas muiltiples donde se mantienen por un mes. Durante este tiempo la planta
comienza a fotosintetizar completamente y luego se transplanta a contenedores
individuales sacando las plantas de las bandgas multiples con € pilén para no
dafar las raices y poniéndolos en los nuevos contenedores. Las vitroplantas deben
ser transplantadas en un medio pasteurizado y debe mantenerse un ato grado de
humedad para evitar su deshidratacion.

La etapa de aclimatacion es una de las méas importantes en determinar la sobreviviencia
de las plantas. En esta etapa es determinante € grado de desarrollo que tienen las plantas
antes de la sdlir a invernadero; este desarrollo consiste en una buena cantidad de masa
foliar y radicular la que permita a la planta soportar mejor € cambio de ambiente. Segiin
Castro (1999) esta etapa onsiste en e transplante de las vitroplantas a un substrato
colocadas en € invernadero donde se vuelvan autétrofas. Para esto las vitroplantas tienen
gue tener un ambiente favorable que les permita tener una mayor resistencia a la
deshidratacion y a patdgenos.

La principal limitante en la micropropagacion de helechos es que sufren de un grado
elevado de deshidratacion a salir del laboratorio por tanto la pérdida de vitroplantas es
bastante alta (Castro, 1999). Es necesario contar con un substrato adecuado que retenga la
humedad necesaria y ademas le provea a las plantas de todos los nutrientes necesarios
para un buen desarrollo post-laboratorio. Esto convierte a la etapa de aclimatacion en el
principa “cuello de botella’ del proceso debido a las dtas tasas de mortalidad de plantas
durante esta etapa. El éxito entonces de la produccion in vitro consiste en la habilidad de
transferir y establecer cultivos vigorosos de plantas in vitro a condiciones ex vitro (Castro,
1999).

La Zamoempresa de Cultivos Intensivos (ZECI) presenta una demanda anual de helecho
Cola de Quetzal. Estas plantas deben presentar un aspecto vigoroso, frondoso y sus hojas
deben verse completamente verdes para satisfacer las expectativas del mercado. Esta
empresa debe abastecerse constantemente de material para la preparacion de maceteros
colgantes y € Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion (LCTM) de
Zamorano esta dispuesto a suplir esta demanda. Para esto es necesario validar los
protocolos de produccion y manegjo del cultivo, evaluando las tasas de muliplicaciéon in
vitro, la capacidad de produccion y la sobrevivencia de las vitroplantas hasta la etapa de
aclimatacion. De esta manera se podra establecer los costos y planificar una produccién
para satisfacer las demandas existentes de material.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

1.

Validar los procesos de produccion in vitro y aclimatacion del helecho Cola de
Quetzal (Nephrolepis cordifolia) en el LCTM de Zamorano.

Evaluar los costos de produccion in vitro y aclimatacion del helecho Cola de
Quetzal (Nephrolepis cordifolia) en el LCTM de Zamorano.

1.1.2 Objetivos especificos

1.

Evauar dos sistemas de produccion in vitro del helecho Cola de Quetza
(Nephrolepis cordifolia) utilizando e sistema convencional de multiplicacion en
tubosde ensayoy € sistema de suspensiones celulares.

Evaluar dos concentraciones de Kinetina para la produccién in vitro del helecho
Cola de Quetzal (Nephrolepis cordifolia) en e sistema convencional de
multiplicacion en tubos de ensayo y en el sistema de suspensiones celulares.

Evaluar las tasas de multiplicacion in vitro del helecho Cola de Quetza
(Nephrolepis cordifolia).

Establecer |a tasa de sobrevivencia ex vitro en e proceso de aclimatacion del
helecho Cola de Quetzal (Nephrolepis cordifolia).

Definir cual es el megjor substrato a utilizar durante €l proceso de aclimatacion para
optimizar el desarrollo y aclimatacion de las plantas en invernadero.

Elaborar una estructura de costos de produccion in vitro y aclimatacion del
helecho Cola de Quetzal (Nephrolepis cordifolia).



2. MATERIALESY METODOS

2.1 UBICACION

Este estudio se realiz6 en e Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion
(LCTM) de Zamorano y en los invernaderos de Propagacion de la Zamoempresa de
Cultivos Intensivos (ZECI), Zamorano, Honduras.

22 MATERIALES

2.2.1 Material Vegetal

Se utilizaron explantes de rizomas jOvenes en crecimiento activo, que fueron recol ectados
y seleccionados de los helechos ubicados en la seccidn de propagacion de la ZECI. S
seleccionaron los segmentos de rizomas de |as plantas mas vigorosas durante |os meses de
diciembre de 2002 a marzo de 2003.

Por la falta de respuesta en la etapa de establecimiento de los explantes se hizo necesaria

la elaboracion de suspensiones celulares utilizando material ya establecido en e
laboratorio.

2.3 PROCEDIMIENTO PARA LA PROPAGAGACION IN VITRODE
HELECHOS

2.3.1 Flujo de Actividades

Laproduccion in vitro de helechos incluye una serie de actividades las cuales se presentan
acontinuacion:



Recoleccion y seleccién

de rizomas

y

Transferenciaa etapade
multiplicacion
(Etapall)

Eliminacién en
caso de
contaminado

y

Preparacién, envasado y
esterilizacion de medio de
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Preparacion de envasado y
rizomasen el ?ele” I;@lgn Establecimientoin
i medio ae vitro de rizomas
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esterilizacion .
superficial establecimiento
P (Etapal)
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esterilizacion de medio de Mot p Incubacion en el
cultivo paraetapade  |q— | onitoreode 1 cuarto de
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(Etapall)
A,
—_
Eliminacién en
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" (Etapalll)
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Eliminacién en

caso de
contaminado

1
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Incubacién en €l

(EtapalV)

contaminacion

cuarto de crecimiento

Figura 1. Flujo del proceso de produccién in vitro de Nephro

Honduras, 2003.

epis cordifolia, Zamorano,
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24 PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOL ECCION, PREPARACION,
ESTERILIZACION SUPERFICIAL Y ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE
SEGMENTOSDE RIZOMA DE HELECHO EN TUBOS DE ENSAYO

2.4.1 Procedimiento general para la elaboracion de medio de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizan en el LCTM de Zamorano para el establecimiento
(Cuadro 1), multiplicacion (Cuadro 2) y enraizamiento in vitro (Cuadro 3) del helecho
cola de quetzal son modificaciones de los medios basales de Murashige y Skoog.

El medio se elabor6 en bikers de diferentes voliumenes dependiendo del volumen a
elaborar. Estos se llenaron con agua destilada manteniéndola en agitacion constante con
una barra magnética; poco a poco se afadieron las soluciones de macronutrientes,
micronutrientes y hierro, seguido por los demas componentes de acuerdo con € medio
que se trabgj 6. Luego, de agregados todos los componentes, se midio € pH de la solucién
con un potencidémetro; para nivelarlo se utilizaron soluciones de hidréxido de potasio 'y
acido clorhidrico. Luego € medio se distribuy6 en tubos de 18 x 25 mm de didametro
con una aguja dispensadora automética a razén de 10 ml por tubo. Estos tubos fueron
previamente preparados con un puente de papel filtro de 8 x 1.5 cm en donde se
colocaron los peguerios explantes. Finalmente, los tubos con medio liquido se llevaron a
un autoclave para su esterilizacion durante 20 minutos a120°C y 15 PSI de presion.
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Cuadro 1. Medio de cultivo utilizado para € establecimiento in vitro de helechos del
género Nephrolepis en  LCTM. Zamorano, Honduras, 2003.

Componente Formula Cantidad (mg/l)_
M acr oelementos

Nitrato de Potasio KNQOs 1900.000
Nitrato de Amonio NHaNOs 1650.000
Cloruro de Calcio Dihidratado CaClz - 2H20 440.000
Sulfato de Magnesio Heptahidratado MgSO4- 7TH20 370.000
Fosfato de Potasio Monobésico KH2PO4 170.000
Microelementos

Acido Borico HsBOs3 6.200
Sulfato de Manganeso Monohidratado MnSO4: H20 16.900
Sulfato de Zinc Monohidratado ZnS0a4- H20 8.600
loduro de Potasio Kl 0.830
Molibdato de Sodio Dihidratado NaMoQs 2H20 0.250
Sulfato de Cobre Pentahidratado CuS0as- 5H20 0.025
Cloruro de Cobalto Hexahidratado CoClz- 6H20 0.025
Hierro

EDTAFeNa 50.000
Hormonas

Kinetina 1.000
ANA 0.100
Vitaminas

Inositol 100.000
Tiamina 0.400
Carbohidratos

Sacarosa 30000.000
pH 5.7

Fuente. Espinal-Rueda. Guia de laboratorio para la produccion de plantas in vitro.
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion, Zamorano, Honduras, 2001. In
press.

1L.cTM= Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion.
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Cuadro 2. Medio de cultivo utilizado para la multiplicacion in vitro e iniciacion de
suspensiones celulares de helechos del género Nephrolepis en d LCTM?!. Zamorano,

Honduras, 2003.

Componente Formula Cantidad (mg/l)
M acr oelementos

Nitrato de Potasio KNOs 1900.000
Nitrato de Amonio NHaNOs 1650.000
Cloruro de Calcio Dihidratado CaClz - 2H20 440.000
Sulfato de Magnesio Heptahidratado MgSOas- 7TH20 370.000
Fosfato de Potasio Monobéasico KH2PO4 170.000
Microelementos

Acido Borico HsBOs3 6.200
Sulfato de Managaneso Monohidratado  MnSOas- H20 16.900
Sulfato de Zinc Monohidratado ZnS04- H20 8.600
loduro de Potasio Kl 0.830
Molibdato de Sodio Dihidratado NaMoQu- 2H20 0.250
Sulfato de Cobre Pentahidratado CuS0s4- 5H20 0.025
Cloruro de Cobalto Hexahidratado CoClz- 6H20 0.025
Hierro

EDTAFeNa 50.000
Minerales

Fosfato Monosodico NaH2PO4 255.000
Hormonas

Kinetina 2.000
ANA 0.100
Vitaminas

Inositol 100.000
Tiamina 0.400
Carbohidratos

Sacarosa 30000.000
pH 5.7

Fuente Espinal-Rueda. Guia de laboratorio para la produccion de plantas in vitro.
Laboratorio de Cultivo de Tgjidos y Micropropagacion, Zamorano, Honduras, 2001. In
press.

1 LCTM= Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion.



Cuadro 3. Medio de cultvio utilizado para e enraizamiento in vitro de helechos del

g_género Nephrolepis en & LCTM?*. Zamorano, Honduras, 2003.

Componente Formula Cantidad (mg/l)_
M acr oelementos

Nitrato de Potasio KNOs 1900.000
Nitrato de Amonio NH4NQOs3 1650.000
Cloruro de Calcio Dihidratado CaCl2 - 2H20 440.000
Sulfato de Magnesio Heptahidratado MgSO4- 7TH20 370.000
Fosfato de Potasio Monobésico KH2PO4 170.000
Microelementos

Acido Borico HsBOs 6.200
Sulfato de Managaneso Monohidratado  MnSOas- H20 16.900
Sulfato de Zinc Monohidratado ZnS04- H20 8.600
loduro de Potasio Kl 0.830
Molibdato de Sodio Dihidratado NaMoQu- 2H20 0.250
Sulfato de Cobre Pentahidratado CuS0as- 5H20 0.025
Cloruro de Cobalto Hexahidratado CoClz- 6H20 0.025
Hierro

EDTAFeNa 50.000
Hormonas

ANA 0.100
Vitaminas

Inositol 100.000
Tiamina 0.400
Acido Nicotinico 0.500
Piridoxina 0.500
Carbohidratos

Sacarosa 20000.000
pH 5.7

Fuente Espinal-Rueda. Guia de laboratorio para la produccion de plantas in vitro.
Laboratorio de Cultivo de Tegjidos y Micropropagacion, Zamorano, Honduras, 2001. In
press.

1 LCTM= Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion.
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2.4.2 Recoleccion y desinfeccion de explantes de rizoma de helecho

Los estolones se escogieron por su intensidad del color, grosor, y estado de la planta
madre. Se utilizaron plantas madre vigorosas, con gran cantidad de follge, cuyos
estolones tuviesen un color verde intenso. Se seleccionaron los estolones més gruesos
para asegurar una mejor respuesta.

El material vegetal fue transportado al |aboratorio donde |os estolones fueron seccionados
en segmentos de 1.5 cm aproximadamente. Luego, los segmentos se enjuagaron bajo el
chorro de agua de la llave por 15 minutos para remover las particulas de polvo. Depués
del enjuague, los explantes se sumergieron en una solucion antioxidante durante 15
minutos en agitacion constante. La solucion antioxidante consistia de 100 mg/L de écido
ascorbico y 150 mg/L de &cido citrico. Seguidamente los segmentos de estoldn se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio a una concentracion de 20% v/v
durante 20 minutos. Finamente, a nivel de la camara se llevaron a cabo tres enjuagues
con agua destilada estéril para eliminar todos los restos de cloro 6 antioxidante. Cada
enjuague tuvo una duracion de 5 minutos.

2.4.3 Procedimiento para €l establecimiento in vitro de ssgmentos de rizoma de
helechos en tubos de ensayo

La camara de flujo laminar fue esterilizada con acohol a 70% para reducir cualquier
riesgo de contaminacién. Los materiales necesarios para la siembra o e establecimiento
fueron colocados dentro de la cAmara; entre estos materiales se encuentran: mechero,
frascos con agua destilada estéril, platos de Petri estériles, rociadores con alcohol al 70%,
tubos con medio de cultivo, bisturiesy 3 pinzas.

Después de los tres enjuagues con agua destilada estéril, los segmentos de estolon se
colocaron en platos de Petri para remover aproximadamente 0.5 mm de cada extremo del
estolon. Este corte se hace para retirar € tegjido dafiado por la solucién desinfectante y asi
mejorar la absorcion de nutrientes del medio por parte del explante. Luego, manteniendo
siempre medidas asépticas, |os segmentos fueron introducidos individualmente en tubos
de ensayo conteniendo medio de establecimiento (Cuadro 1). Cada unidad se coloco sobre
un puente de papel filtro cuya funcidn era de dar soporte a los explantes y ponerlos en
contacto por capilaridad con € medio de cultivo.

Una vez sembrados los explantes, los tubos fueron sellados con Parafilm, se colocaron en
gradillas de 36 unidades y se llevaron a cuarto de crecimiento. En € cuarto de
crecimiento los explantes se mantuvieron a una temperatura de 24°C, 16 horas luz y una
intensidad luminica de 2000 lux procedente de |&amparas luminicas fluorescentes del tipo
“cool white”.

Se establecio un total de 38 tubos y se esperéd durante 4 semanas hasta observar la
presencia de brotes listos para ser transferidos a Etapalll.
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25 PROCEDIMIENTO PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA DE
SUSPENSIONES CELULARES

Para la desinfeccion y preparacion de la camara de flujo laminar se siguié € mismo
procedimiento descrito en la seccion 2.4.3.

Se dabor6 € medio de cultivo Etapa Il (Cuadro 2) segin las especificaciones de la
seccion 2.4.1. Se prepararon 300 ml de medio de cultivo en 12 Erlenmeyers de 125 ml
cada uno, colocando 25 ml de medio de cultivo por contenedor. Los Erlenmeyers con €l
medio de cultivo se sellaron con papel aluminio y se esterilizaron en un autoclave por 20
minutos a 120 °Cy 15 PSI de presion.

Del cuarto de crecimiento se seleccionaron 20 tubos con cultivos de helechos previamente
establecidos en € laboratorio y en etapa de subcultivo 2 (S2). Luego, a nivel de la camara
flujo laminar se extrgjeron los brotes de helecho de los tubos y se colocaron en platos de
Petri conteniendo papel filtro. Seguidamente, los brotes de helecho fueron triturados con
bisturies antes de ser suspendidos en € medio liquido. En cada erlenmeyer se colocd €
contenido vegetal de 1 a 2 tubos dependiendo del tamario de los brotes. Los erlenmeyers
se sellaron con papel duminio mas parafilm y se mantuvieron en agitacion constante a
100 rpm. Se llevo un seguimiento de las suspensiones celulares desde € s hasta la etapa
de enraizamiento (Etapa I11). Para facilitar este seguimiento se realizd un registro de
numeracion especificando la etapa del cultivo, € nimero del contenedor madre y €
nimero del nuevo contenedor subcultivado. Para este estudio se llevaron a cabo 5
subcultivos.

El procedimiento antes descrito se llevo a cabo utilizando dos niveles de Kineting, 2y 4
mg/L. Se realiz6 una comparacion de estos niveles con respecto a las multiplicaciones,
tomando como variables a medir las tasas de multiplicacién, € nimero de tubos a final
de la etapa Il y e promedio total de pérdidas a final de la etapa Ill. Se tuvo 4
repeticiones de 3 erlemeyers cada una para un total de 12 unidades experimentales por
tratamiento y 24 unidades experimentales para todo & experimento.

26 PROCEDIMIENTO PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA DE
TUBOSDE ENSAYO

Para la desinfeccion y preparacion de la camara de flujo laminar se siguié € mismo
procedimiento descrito en la seccion 2.4.3.

Para este experimento se escogieron 20 tubos con cultivos de helechos previamente
establecidos en €l laboratorio y en etapa de subcultivo 2 (S2), los cuales se dividieron en 4
repeticiones de 5 tubos cada una 'y se llevd un seguimiento de estos desde € S hasta la
etapa de enraizamiento (Etapa 111). Parafacilitar el seguimiento de los tubos se realiz6 un
registro de numeracion especificardo la etapa del cultivo, € nimero del contenedor
madre y e nimero del nuevo contenedor subcultivado.
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Los brotes procedentes de los tubos en e S fueron cortados en platos de Petri y se
dividieron en 3 0 4 secciones dependiendo del tamario del brote inicial, luego estos brotes
individuales se colocaron en tubos sobre papel filtro en la S. Los brotes individuales
tenian tamafios de alrededor de 2 cm de diametro. Los brotes individual es se mantuvieron
en el cuarto de crecimiento durante 4 semanas antes de proceder al S4 'y asi sucesivamente
durante los siguientes subcultivos. Segun Alan y Espina (1997), para la propagacion in
vitro de helecho Cola de Quetzal se llevan a cabo de 3 — 4 subcultivos. En esta
investigacion se realizaron 5 subcultivos.

Para la eapa de multiplicacion en tubos de ensayo se llevé a cabo la misma comparacion
de los niveles de Kinetina descritos para las tasas de multiplicacion en € sistema de
suspensiones celulares en la seccion 2.5.1. Se compararon las tasas de multiplicacién en
tubos contra las suspensiones utilizando las mismas variables.

2.7 PROCEDIMIENTO PARA EL ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE
HELECHOS

Para la desinfeccion y preparacion de la camara de flujo laminar se siguié € mismo
procedimiento descrito en la seccion 2.4.3.

Para el enraizamiento in vitro de helechos se trat6 de hacer el menor dafio a los tejidos de
los brotes a dividirlos. Los brotes individuales se transfirieron a medio Etapa 1l o
enraizamiento (Cuadro 3), en e cual se suprime la Kinetina pero se mantiene la
concentracion de ANA, ademés de que se incrementan €l tipo y la cantidad de vitaminas
(afadiendo écido nicotinico y piridoxina) que estimulen y promuevan e desarrollo del
sistema radicular. Los brotes individuales se colocaron en puentes de pape filtro
colocados previamente dentro de tubos de ensayo los cuales se sellaron con parafilm y se
[levaron al cuarto de crecimiento. Las vitroplantas se mantuvieron de 3 a4 semanas en el
cuarto de crecimiento hasta que desarrollaron suficientes raices para facilitar su
superviviencia bajo condiciones ex vitro.

2.8 EVALUACION DE LASTASASDE MULTIPLICACION Y PERDIDAS

2.8.1 Tasade Multiplicacion (TM)

Las Tasas de Multiplicacion se midieron a final de cada subcultivo con la formula pre-
establ ecida que se expone a continuacion:

TMFS,= Contenedores no contaminados al fina del subcultivo
Contenedores al inicio de la etapa |

*Formula obtenida de Lara, A. (2001)
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Para llevar a cabo esta medicion a iniciar cada cultivo, se llevd un registro del nimero de
contenedores obtenidos a partir de cada contenedor establecido en el subcultivo anterior.
Este registro se establecio a partir del S hasta la etapa ll1, tanto para los tubos de ensayo
como para las suspensiones celulares.

2.8.2 Promedio Total de Pérdidas (PTP)

Después de realizado cada subcultivo, se evalud €l nimero de contenedores contaminados
para obtener el Promedio total de contaminados (PTC). También se contabilizo el nimero
total de frascos con materia perdido por oxidacion o porque no haya presentado una
respuesta favorable luego de 8 semanas de subcultivado o transferido, para obtener €

Promedio Total de Mortalidad (PTM). Los promedios se obtienen sumando € numero
total de todos los frascos contaminados y muertos en cada transferencia, divididos para €l
nimero de transferencias (Lara, 2001). De esta manera se calculé e Promedio Total de
Pérdida para cada sistema utilizando la siguiente formula:

PTP= PTC + PTM

*Formula obtenida de Lara, A. (2001)

29 PROCEDIMIENTO PARA LA ACLIMATACION DE HELECHOS

2.9.1 Preparacion y pasteurizacion de los substratos

Se elaboraron tres substratos para evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas en
cada uno de ellos. Los substratos que se utilizaron se exponen a continuacion:

a) Substrato A: Se utilizé el substrato recomendado por Castro, A. (1999) que usd una
combinacion de arena'y compost en una proporcion de 2:1. Este substrato es € usado
por & LCTM.

b) Substrato B: Para elaborar este substrato se usaron los compuestos utilizados por la
ZECI en la elaboracion del medio para maceteros colgantes, 10s cuales consisten en:
casulla, compost, arena, musgo y fibra de coco. Estos se mezclaron en una proporcion
de 5:3:1:1:1 respectivamente.

c) Substrato C: Se utiliz6 € substrato recomendado por Botanic (2001) que consistio en
una mezcla de compost, musgo, arenay carbdn en una proporcion de 3:1:1:2.

Estos substratos se pasteurizaron a una temperatura de 80 °C por 1 hora
aproximadamente.
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2.9.2 Establecimiento del experimento de aclimatacién de helechos

Para cada substrato se evaluaron 3 repeticiones de 25 plantas cada una. Cada repeticion se
colocé en la mitad de una bandgja multiple de 50 plantas, por lo que cada bandga
contenia dos repeticiones. Para la evaluacion de los tratamientos se utilizd una
distribucion de blogues completos al azar.

Una vez sembradas las vitroplantas las bandgas se colocaron dentro de
microinvernaderos. Segun Castro (1999), los microinvernaderos consisten en una tabla de
56 x 30 cm, con tres perforaciones a cada lado de la tabla en las cuales se colocan arcos de
alambre que sostienen el plastico que cubre a las plantas. Los microinvernaderos fueron
mantenidos en invernaderos de cristal detipo A de la seccion de propagacion de la ZECI.

L as plantas de helecho en aclimatacion se regaron dos veces al dia, primero alas 7:00 am
y luego a las 3:30 pm. Los riegos se llevaron acabo con un aspersor manua e cual se
introducia dentro de los microinvernaderos y se asperjaba. Estos riegos se llevaron a cabo
durante las 4 semanas de duracion del experimento. Este experimento se llevo a cabo
desde mediados de Agosto hasta mediados de Septiembre, 2003.

Este ensayo se realiz0 Unicamente para la primera fase de endurecimiento de la etapa de
aclimatacion en la cual las plantas se mantienen en bandgjas multiples de 4 — 5 semanas
antes de pasar a la fase dos en la cua las plantas son transplantadas a contenedores
individuales.

2.9.3 Medicién delas variables evaluadas

Para evaluar los resultados de cada substrato se tomaron |os siguientes criterios y formas
de evaluacion de las variables:

Sobrevivencia. Para cada uno de los tratamientos se evalud e numero de plantas
sobrevivientes a la etapa de aclimatacion. Esta evaluacion de realizé en la 4ta semana
después del transplante a bandejas multiples (4SDTom) .

Cantidad de follaje de la planta. Para cada tratamiento se evalué € nimero de hojas
por planta, para poder establecer un promedio de masa foliar por tipo de substrato. Esta
evaluacion se realizé a la mitad (2SDTbm) y al fina de la primera fase de aclimatacion
(4SDTbm). Ademas, para cada tratamiento se llevd a cabo una comparacion en el
incremento de masafoliar entre estas dos tomas.

Altura dela planta. A partir de 2SDTbm, se midié semana mente (durante tres semanas)
la altura de las plantas, para poder establecer €l patréon de desarrollo y crecimiento a lo
largo de esta fase. Estas mediciones se llevaron a cabo hasta 4SDTom.

Apariencia (frondosidad e intensidad del color). A las 4SDTbm, las plantas fueron
evaluadas cualitativamente con base en diferentes grados de apariencia. Estos grados se
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establecieron en una escalade 1 a5, siendo las plantas 1 las de mejor aparienciay 5 las
de apariencia més deteriorada.

2.10 ANALISISESTADISTICO

Para el andlisis de los dos experimentos se utilizd un disefio de blogues completos al azar.
Para definir cual es el mejor tratamiento se realizo un andlisis de los promedios utilizando
un ANDEVA y una separacion de medias. Este andlisis se llevd acabo con € programa
estadistico MINITABO 13, con un nivel de significancia de 0.05.

Para e andlisis de los porcentagjes se utilizo la funcion ARSIN (SQRT) del programa
estadistico SAS®.

2.11 ANALISISDE COSTOS
Se procedio a definir los costos en dos clasificaciones: Costos Variables y Costos fijos.

Se tomaron como costos variables: mano de obra (tomando como base € sueldo de las
técnicas que laboran en e LCTM), materias primas y otros insumos. Entre los costos fijos
se tomaron en cuenta los gastos por servicios, gastos administrativos y gastos por
depreciacion de equipo.

De acuerdo con Backer y Jacobsen (1967), el costo unitario del producto se calcula a
dividir los costos totales del proceso entre el nimero de unidades producidas. Los costos
unitarios totales se evaluaron dividiendo los costos totales de produccion entre el nimero
de plantas aclimatadas en las bandejas multiples.

El andlisis de los costos se redizé utilizando e programa ExcelO de MicrosoftO. Estos
costos unitarios se utilizaron para calcular un precio de venta con base en 50% de
ganancia sobre |os costos.
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3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1 ETAPADE ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE SEGMENTOSDE
RIZOMA

En la etapa de establecimiento se tuvo muy poca respuesta por parte de los explantes,
perdiéndose la mayoria por muerte y oxidacién. De los 38 explantes establecidos,
descritos en la seccion 2.4.3, solamente formaron brote 5, esto posiblemente se debié a
una mala préactica al tratar de limpiar las vellosidades de los segmentos dafiando, de esta
forma las yemas mientras eran prepar ados |os segmentos para el establ ecimiento.

3.2 ETAPA DE MULTIPLICACION A PARTIR DEL SUBCULTIVO 2 (S2)

321 TasasdeMultiplicacion (TM)

Del andlisis de los resultados estadisticos del nimero de tubos al final de la etapa |11 se
concluyé que no existié una diferencia significativa en la concentracién de hormona
utilizada independientemente del sistema que se utilizd. De igual manera no se present6
ninguna diferencia estadistica en la interaccion de la kinetina con € tipo de sistema usado.
Sin embargo si existio diferencia en €l sistema de produccion en el cual se llevaron a cabo
las multiplicaciones (Anexo 1), siendo las suspensiones €l sistema en e que se obtuvo un
mayor nimero de tubos a final de la etapalll con un promedio de 632 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de contenedores iniciales y finales desde e subcultivo 2 (S2) hasta la
etapa de enraizamiento in vitro utilizando dos sistemas de produccién de Nephrolepis
cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

No. inicial de No. final de

Sistema de Kinetina contenedoresen el contenedores
multiplicacién (mg/l) S en etapalll TMFen
Tubos de
ensayo 2 20 297.0b 14.9
Tubos de
ensayo 4 20 490.0b 24.5
Suspensiones
Cdulares 2 20 635.0a 31.8
Suspensiones
Cdulares 4 20 632.0a 31.6

TMFen= Tasas de Multiplicacién a Final delaEtapalll
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Seguin los calculos de las tasas de multiplicacion la megor TM  (31.8) a partir del Sy
hasta €l final de laetapa Ill, se encontré utilizando suspensiones celulares con un nivel de
2 mg/l de kinetina (Cuadro 4). Esta TM significa que a partir de cada tubo inicial que se
tomé en Sy que fue subcultivado en el sistema de suspensiones celulares que contengan
2 mg/l de kinetina se obtienen 31.8 tubos al final de la etapalll.

Segun lo reportado por Ziv (1999), durante las multiplicaciones de Helecho Bostoniensis
(Nephrolepis exaltata) en suspensiones celulares se obtuvieron incrementos de 21% a
80% en los niveles de 02, o que incrementa los valores desde 61% a 92% en €
crecimiento de los brotes. Estos niveles de G2 en e medio se ven incrementados debido a
la agitacion constante a que son sometidas las suspensiones por |0 que se obtienen
mejores tasas de multiplicacion que en € sistema convencional de tubos de ensayo.

En muchas especies la formacion de brotes parece estar asociada con la continua
inmersion, circulacion y agitacion de la biomasa foliar suspendida en e medio liquido,

asi como con un balance en las concentraciones de promotores de crecimiento {iv,
1999). Esto puede explicar la mayor formacion de brotes en las plantas propagadas por
suspensiones celulares que en aquellas propagadas en tubos de ensayo (Figura 2).

700 -

600 X
g 500 —e— TE2mg/l
5 —=—TE 4mg/ /
_gg 400 sC 2 mgl /_/
g 300 —p%— SC 4 mg/l /z( /
2 200 //

o T = T T
Il S3 Il &4 Il Ss 1l

Etapas de Micr opropagacion

TE= Multiplicacion convencional en tubosde Ensayo. SC= Multiplicacién en suspensiones celulares.

Figura 2. Aumento en e ndmero de brotes de acuerdo a la etapa o subcultivo en el
proceso de produccion in vitro de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

3.22 Promedio Total de Pérdida (PTP)

De acuerdo con Ziv (1999) los sistemas liquidos con continua agitacion tienen ventgjas
sobre aquellos sin agitacion porque se aumenta el contacto de la planta con el medio de



18

cultivo, se aumenta €l intercambio gaseoso con € medio y se reduce la contaminacion a
reducirse e manipuleo manual. Esto explica la reducida contaminacion que presentaron
las suspensiones en comparacion con |os tubos de ensayo como se puede apreciar en €l
Cuadro 5.

En cuanto a nivel de kinetina a utilizar e independientemente del sistema utilizado o en
la interaccion hormona*sistema no existio una diferencia significativa de PTP. Sin
embargo, s existié una diferencia en € tipo de sistema a utilizar (Anexo 2). Los menores
PTP se presentaron a utilizar el sistema de produccion en suspensiones celulares (Cuadro
5).

Como puede observarse en € Cuadro 5 los PTP se debieron a las pérdidas por
contaminacion (PTC) ya que no se encontraron brotes muertos (PTM) en estas etapas del
proceso de produccion.

Cuadro 5. Pérdida total promedio (PTP) de contenedores d final delaetapalll en dos
sistemas de produccion in vitro de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

Sistema de Kinetina

multiplicacion (mgll) PTM PTC PTPEem

Tubos de ensayo 2 0 9.3 9.3b

Tubos de ensayo 4 0 8.5 8.5b

Suspensiones celulares 2 0 4.5 4.5a

Suspensiones celulares 4 0 3.3 3.3a
PTM= Promedio Total de Mortalidad PTC= Promedio Total de Contaminacién

PTP= Promedio Total de Pérdidas

3.3ACLIMATACION

Dd analisis que se llevo a cabo de las variables de aclimataci on, descritas en la seccion
2.8.3 se obtuvieron los siguientes resultados:

3.3.1 Sobrevivencia

Las diferencias en los porcentajes de sobrevivencia no fueron estadisticamente
significativas, esto debido a la gran variabilidad en los datos obtenidos durante el
experimento (Anexo 3). Como se puede observar en la Figura 3 existe wna tendencia a
mayor sobrevivencia (97%) de las vitroplantas en e substrato A.

En un estudio realizado por Rosell6 (2003) se pudo observar que las mezclas de casulla,
arena y fibra de coco no son aconsgjables ya que e desarrollo del sistema radicular en
comparacion con € sistema aéreo no es adecuado. En algunos casos la fibra de coco
puede presentar problemas con valores de salinidad perjudiciales. Esto puede explicar la
menor sobrevivencia (81%) en € substrato B (Figura 3).
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! Substrato A= arenay compost (2:1)
Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibrade coco (5:3:1:1:1)
Substrato C= compost, carbén , arenay musgo (3:2:1:1)

Figura 3. Efecto dd tipo de substrato en la sobrevivencia durante la aclimatacion de
vitroplantas de Nephrolepis cordifolia. Zamorano. Honduras, 2003.

3.3.2 Cantidad defollaje dela planta

Como se puede apreciar en la Figura 4, la mejor respuesta en crecimiento en la cantidad
de follge de la planta se obtuvo con € substrato A con un promedio de 12 hojas por
planta, aunque este substrato no presentdé una diferencia significativa con respecto a
substrato C que presenta un promedio de 11 hojas por planta (Figura 4).

Segun Brown (2001), la excesiva humedad que se retiene en agunos medios puede
incrementar laincidencia de enfermedades foliares y aumentar los dafios por hongos. Esto
explica porque € nimero de hojas es mayor en e substrato con mayor cantidad de arena,
puesto gue este no retiene grandes porcentajes de humedad y se reduce €l nimero de hojas
que se pierde por dafios foliares.
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! Substrato A= arenay compost (2:1)

Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibrade coco (5:3:1:1:1)

Substrato C= compost, carbén, arenay musgo (3:2:1:1)

Letras diferentes significan diferencias estadisticas entre | os tratamientos (P<0.05) con la prueba Tukey.

Figura 4. Efecto del tipo de substrato en el nimero de hojas durante la aclimatacion de
vitroplantas de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

De acuerdo con la Figura 5, € mayor aumento en e nimero de hojas de la semana 2 a la
semana 4 después del transplante a bandgjas multiples, se presentd en e Substrato A
debido a que en este substrato las plantas encontraron mejores condiciones ex vitro para
su desarrollo.

Seguin € estudio realizado por Rosellé (2003), la casulla de arroz debe usarse Unicamente
COmo un acompanante y no como material principal ya que un exceso de este componente
no permite que pase € agua lo que a su vez impide que € substrato se humedezca.
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! Substrato A= arenay compost (2:1)

Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibrade coco (5:3:1:1:1)
Substrato C= compost, carbén, arenay musgo (3:2:1:1)

SDTbm= Semanas Después de Transplante a bandejas multiples.

Figura 5. Efecto del tipo de substrato en e incremento en masa foliar durante la
aclimatacion de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

3.3.3 Alturadelaplanta

Como se puede observar en la Figura 6, b mayor altura promedio de las plantas se
observo en e substrato C (4.11 cm). Este mayor desarrollo puede deberse a la presencia
de mayor cantidad de compost en este substrato, € cua permiti6 una mayor
disponibilidad de nutrientes que apoyaban el crecimiento de las vitroplantas. Aunque
este substrato no presentd una diferencia significativa en cuanto a altura de la planta con
respecto a substrato B.

Por otro lado, € substrato A presenté la menor atura promedio (3.64) lo cua pudo
deberse a que la planta utilizé los nutrientes en desarrollar un mayor nimero de hojas
(Figura 4) gue en desarrollar altura (Figura 6) por lo que esto retrazo el crecimiento. Este
hecho también se evidencié en e campo donde las plantas con mayor nimero de hojas
presentaban las menores aturas.
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! Substrato A= arenay compost (2:1)

Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibrade coco (5:3:1:1:1)

Substrato C= compost, carbén , arenay musgo (3:2:1:1)

Letras diferentes significan diferencias estadisticas entre los tratamientos (P<0.10) con la prueba Tukey.

Figura 6. Efecto del tipo de substrato en la altura de vitroplantas durante la aclimatacion
de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

3.34 Apariencia

Las plantas con mejor apariencia (1.86) se obtuvieron utilizando e substrato B (Figura
7). Estas plantas presentaban un color mas verde y lucian més vigorosas. La meor
gpariencia de las plantas aclimatadas con substrato B se puede explicar por una mejor
disponibilidad de nutrientes que tuvieron al ser aclimatadas con este substrato.

De acuerdo a estudio realizado por Rosell6 (2003) los substratos con mayor cantidad de
compost fueron los que presentaron un meor desarrollo, ya que este posee una buena
cantidad de nutrientes de forma natural, aunque puede ser muy variable. La arena por su
parte otorga un mejor drengje al substrato, 1o que viene a complementar el desarrollo de
plantas con mejor apariencia.
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3: algunas hojas dafiadas, verde un poco palidoy pequefias  4: hojas secas, verde palido y poca cantidad de hojas
5: muchas hojas secas, verde muy palido y muy pocas hojas

Letras diferentes significan diferencias estadisticas entre | os tratamientos (P<0.05).

Figura 7. Efecto del tipo de substrato en la apariencia de vitroplantas durante la
aclimatacion de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Honduras, 2003.

3.4 ANALISISDE COSTOS

3.41 CostosVariables

Segun Ziv (1999), una de las ventgjas de los sistemas mecanizados y  automatizados,
como ser las suspensiones celulares, es la reduccion en los costos por mano de obray la
reduccion del manipuleo manual. Este ahorro en los costos se evidencia mas en |as etapas
in vitro, ya gque los costos ex vitro dependen mas bien de la cantidad de plantas resultado
de las multiplicaciones en € laboratorio (Cuadro 6). La reduccion de los costos de mano
de obra al utilizar suspensiones celulares es resultado de una menor cantidad de horas
hombre a nivel de las cdmaras de flujo laminar durante los primeros subcultivos de la
etapa Il de multiplicacion comparadas con las horashombre invertidas para la
multiplicacién en tubos de ensayo.

En general los costos mas altos se dieron en la etapa de aclimatacion por el costo de los
substratos utilizados y la cantidad de horas trabajadas durante € proceso de aclimatacion
de las plantas. Los costos variables por definicion aumentan dependiendo del nimero de
unidades producidas, es por esto que los costos variables son mayores en la produccién de
Nephrolepis cordifolia a utilizar €l sistema de suspensiones celulares y aclimatar las
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vitroplantas con el substrato B (Cuadro 6). La descripcion detallada de la distribucion de
los costos variables puede observarse en Anexos 7 a 21.

Cuadro 6. Costos variables incurridos en la produccién in vitro de Nephrolepis cordifolia
utilizando dos sistemas de multiplicacion y dos concentraciones de kinetina. Zamorano,
Honduras, 2003.

Costos ($)
o Mano
Kinetina de
SP (mgl)  Substratos MC Obra ES Insumos Aclim Total
TE 2 Substrato A 5.16 43.17 226 60.74 127.05 238.33
TE 2 Substrato B 5.16 43.17 226 60.74 119.87 231.20
TE 2 SubstratoC 5.16 43.17 226 60.74 123.67 235.00
TE 4 Substrato A 898 49.73 226 63.34 212,18 336.59
TE 4 Substrato B 898 49.73 226 63.34 200.25 324.61
TE 4 SubstratoC 8.98 49.73 226 63.34 206.37 330.70
SC 2 Substrato A 6.71 3149 196 3229 27177 34452
SC 2 Substrato B 6.71 3149 196 3229 254.14 326.59
SC 2 SubstratoC 6.71 3149 196 3229 264.13 336.58
SC 4 Substrato A 6.78 28.36 196 27.68 272.88 337.66
SC 4 Substrato B 6.78 28.36 196 27.68 257.22 322.00
SC 4 SubstratoC 6.78 2836 196 27.68 265.30 330.08
SP= Sistemas de Produccion ~ TE= Tubos de Ensayo SC= Suspensiones Celulares
MC= Medio de Cultivo ES= Esterilizacion Superficial ~ Aclim= Aclimatacion

! Substrato A= arenay compost (2:1)
Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibra de coco (5:3:1:1:1)
Substrato C= compost, carbon , arenay musgo (3:2:1:1)

34.2 Costosfijos

Dentro de los gastos por servicios no se pudieron incluir los gastos por agua y
electricidad, esto se debid a que € edificio donde se encuentra e LCTM no cuenta con
medidores propios lo que imposibilitd la toma de las mediciones especificas del
laboratorio.

Los costos fijos del LTCM se calculan en 15896.22 US$ (Cuadro 7), siendo € mayor de
estos costos los relativos a la admistracion. En estos costos administrativos no se
incluyeron los sueldos de las técnicas permanentes puesto que estos se tomaron como
mano de obra
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El porcentgje de participacion de los helechos dentro de los costos del laboratorio es de
aproximadamente 10% lo cual deja como costos fijos del cultivo la cantidad de 1589.62
US$. Estos costos fijos se dividieron entre las 12 combinaciones de contenedor,
concentracion de kinetina y substratos utilizados en e experimento. El detalle de los
costos fijos puede observarse en Anexos 22 a 24.

Cuadro 7. Costos Fijos del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion
(LCTM). Zamorano, Honduras, 2003.

Costo por cuestion de: Valor ($)
Servicios 391.06
Depreciacion 1908.15
Administracion 13597.01
Total 15896.22

3.4.3 Costos unitarios

De acuerdo con Backer y Jacobsen (1967), el costo unitario del producto se calcula a
dividir los costos totales del proceso entre el nimero de unidades producidas, por lo que
al producirse mayor nimero de unidades € costo de éstas se ve reducido por la
distribucion de los costos fijos. Como se puede observar en € Cuadro 8, los menores
costos de produccion se presentaron a utilizar 2 mg/l de kinetina en suspensiones
celulares como sistema de producion in vitro y utilizando como substrato de aclimatacién
el utilizado por el LCTM, con un costo de produccion unitario de $0.77/ planta.

! Comunicacion personal . Porcentaje de participacion de los diferentes cultivosen el LTCM. M Sc. Dinie de
Rueda. Zamorano, Honduras. 2003.
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Cuadro 8. Costos unitarios en la produccion in vitro de Nephrolepis cordifolia en dos
sistemas de produccién in vitro, dos niveles de kinetina y tres tipos de substratos para
aclimatacion. Zamorano, Honduras, 2003.

; Costos ($) Precio de
Numero venta ($)

Sistema de Kinetina de por

produccion  (mg/l) Substrato plantas Total Unitarios  planta
Substrato

TE 2 A 289 370.52 1.28 1.92
Substrato

TE 2 B 242 363.38 1.50 2.25
Substrato

TE 2 C 258 367.19 1.42 2.13
Substrato

TE 4 A 477 468.78 0.98 1.47
Substrato

TE 4 B 399 456.80 1.14 1.71
Substrato

TE 4 C 425 462.78 1.09 1.63
Substrato

SC 2 A 618 476.71 0.77 1.15
Substrato

SC 2 B 516 458.78 0.89 1.33
Substrato

SC 2 C 550 468.77 0.85 1.27
Substrato

SC 4 A 615 469.85 0.76 1.14
Substrato

SC 4 B 514 454.19 0.88 1.32
Substrato

SC 4 C 548 462.27 0.84 1.26

TE=Tubosde Ensayo SC= Suspensiones Celulares



4. CONCLUSIONES

Para la etapa de multiplicacién in vitro las tasas mas altas de multiplicacién (31.8) se
obtuvieron utilizando un sistema de suspensiones celulares.

Dentro de cada uno de los sistemas evaluados, e aumento en la concentracion de kinetina
no tuvo ninguna diferencia significativa en las tasas de multiplicacion.

Los Promedios de Perdida Totales se ven reducidos a utilizar suspensiones celulares
como sistema de produccién in vitro.

Para la etapa de aclimatacion, las vitroplantas presentaron una respuesta mas favorables
utilizando e substrato A.

El substrato C por ser una modificacién del utilizado para plantas colgantes, no presentd
las caracteristicas adecuadas para la aclimatacién de los helechos, 1o cual no significa que
sea de maa calidad, sino que simplemente no reline las condiciones adecuadas para
aclimatar y endurecer vitroplantas de helecho recién salidas del |aboratorio.

La forma més econdmicamente factible de produccién de Nephrolepis cordifolia es
utilizando suspensiones celulares con niveles de 2 mg/l de kinetina y aclimatando las
plantas con el substrato A.

El tiempo requerido para obtener una planta desde la etapa de establecimiento hasta
aclimatacién es de aproximadamente 7.5 meses.

Se obtuvo un total aproximado de 31 plantas a final del proceso a partir de un tubo en €
subcultivo S,.



5. RECOMENDACIONES

Basar las multiplicaciones y subdivisiones de esta especie utilizando suspensiones
celulares con un nivel de kinetinade 2 mg/l.

Efectuar un estudio acerca de |os efectos de la kinetina en interaccion con la auxina ANA
gue en algunas investigaciones ha demostrado mejorar los efectos de la kinetina en la
respuesta de las vitroplantas.

Realizar la aclimatacion de N. cordifolia utilizando & substrato A.

Realizar este mismo estudio con otras especies de plantas producidas en el LCTM, para
basar |os precios de venta en |os costos y mérgenes de ganancia.

Para futuras evaluaciones de substratos para aclimatacion, se recomienda llevar a cabo
mediciones de las condiciones ambientales presentes en € sitio y andisis de fertilidad de
los substratos, ya que estos pueden tener un efecto en la respuesta de las plantas a los
substratos.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de Varianza del numero de plantas al final de la etapa |11 en las
evaluaciones de sistemas de multiplicacion y concentraciones de kinetina en
Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as 2003.

Grados de Suma de Cuadrado Prueba

Variable Libertad Cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 3 18459 6153 151 0.284
Hormona 1 5 5 0.00 0.973
Sistema 1 26112 26112 6.42 0.035
Hor*Sist 1 8702 8702 214 0.182
Error 8 32524 4066

Total 14

" Hor* Sist = Interaccién Hormona* Sistema

Anexo 2. Andlisis de Varianza sobre en € Promedio Total de Pérdida en las

evaluaciones de sistemas de multiplicacion y concentraciones de kinetina en
Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as 2003.

Grados

de Suma de Cuadrado Prueba
Variable Libertad cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 3 2.9275 0.9758 1.69 0.238
Hormona 1 0.0025 0.0025 0.00 0.949
Sistema 1 9.9225 9,9225 17.17 0.003
Hor*Sist 1 0.0625 0.0625 0.11 0.75
Error 9 5.2025 0.5781
Total 15

" Hor* Sist = Interaccién Hormona* Sistema

Anexo 3. Probabilidades de varianza sobre la variable de Sobrevivencia en la

evaluacion de substratos durante la aclimatacion de Nephrolepis cordifolia
Zamor ano, Hondur as, 2003.

Grados de Suma de Cuadrado Prueba
Variable Libertad Cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 2 387.56 193.78 2.72 0.179
Substrato 2 398.22 199.11 2.80 0.174
Error 4 284.44 7111
Total 8
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Anexo 4. Probabilidades de varianza sobre la variable de Niumero de Hojas en la
evaluacion de substratos durante la aclimatacion de Nephrolepis cordifolia
Zamor ano, Hondur as, 2003.

Grados de Suma de Cuadrado Prueba
Variable Libertad Cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 2 439.43 219.71 16.91 0.000
Substrato 2 62.35 31.17 2.40 0.093
Error 192 2494.00 12.99
Total 196

Anexo 5. Probabilidades de varianza sobre |la variable de Altura en la evaluacion de

substratos durante la aclimatacién de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as,
2003.

Grados de Suma de Cuadrado Prueba
Variable Libertad Cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 2 3.541 1.770 151 0.223
Substrato 2 8.331 4.165 3.56 0.030
Error 192 224.661 1.170
Total 196

Anexo 6. Probabilidades de varianza sobre la variable de Apariencia en la
evaluacion de substratos durante la aclimatacion de Nephrolepis cordifolia
Zamor ano, Hondur as, 2003.

Grados de Suma de Cuadrado Prueba
Variable Libertad Cuadrados Medio F Probabilidad
Repeticion 2 1.047 0.523 0.42 0.656
Substrato 2 43.371 21.685 17.51 0.000
Error 192 237.820 1.239

Tota 196
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Anexo 7. Costos de los medios de cultivo utilizados en la produccién in vitro de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una
concentracion de 2 mg/l de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

M edio (Etapa) Costos ($)
Etapa | 0.08
Etapa |l 2.95
Etapa lll 2.13

Costo Total 5.16

Anexo 8. Costos de mano de obra en e proceso de micropropagacion de Nephrolepis
cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una concentracion de 2 mg/l

de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

Costo

Actividad Personas Horastrabajadas Costo $/h (%

Recoleccién de material 1 0.5 0.57 0.28
Preparacién de medio 1 195 0.57 11.12
Corte y arreglo de puentes 1 4.0 0.57 2.28
Preparacion de Explantes 1 0.5 0.57 0.28
Desinfeccion de material 1 15 0.57 0.85
Siembra en cAmaras 1 0.25 0.57 0.14
Monitoreo 1 3.0 0.57 1.71
Manejo de contaminados 1 2.0 0.57 1.14
Lavado de utensilios 1 20.0 0.57 11.4G
Preparacion de Camaras 1 3.0 0.57 1.71
Multiplicaciones 1 215 0.57 12.25
||Costos totales 43.17

Anexo 9. Costos por desinfeccién e Insumos en el proceso de micropropagacion de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una
concentracion de 2 mg/l de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

||Concepto Costo ($
Desinfeccion 2.26
Papel Filtro 19.14
Papel Toalla* 0.53
Parafilm 11.91
Guantes 14.28
Bisturis 3.03
Papel aluminio* 9.10
Marcadores 2.82
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|[Costos Totales 63.04

Fuente: Catédlogo de Fisher. *Fuente: Bodega de Materias e Insumos ]
Anexo 10. Custus ue 1Us HHIEUIUS uLiiZauus &1 1a prouucuun 1 vinu ue Nephrolepis

cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una concentracion de 4 mg/l
de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

M edio (Etapa) Costos ($)
Etapa | 0.08
Etapa Il 5.3
Etapa lll 3.56

Costo Total 8.98

Anexo 11. Costos de mano de obra en e proceso de micropropagacion de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una
concentracion de 4 mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

Costo

Actividad Personas Horastrabajadas Costo $'h (6))

Recoleccion de material 1 0.5 0.57 0.28
Preparacién de medio 1 22.0 0.57 12.54
Corte y arreglo de puentes 1 55 0.57 3.13
Preparacion de Explantes 1 0.5 0.57 0.28
Desinfeccion de material 1 15 0.57 0.85
Siembra en camaras 1 0.25 0.57 0.14
Monitoreo 1 35 0.57 1.99
Manejo de contaminados 1 2.0 0.57 1.4Q
Lavado de utensilios 1 22.5 0.57 12.82
Preparacion de Camaras 1 4.0 0.57 2.28
Multiplicaciones 1 25.0 0.57 14.25
||Cost ostotales 49.73
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Anexo 12. Costos por desinfeccion e Insumos en e proceso de micropropagacion de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de tubos de ensayo con una
concentracion de 4 mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

Concepto Costo (%)

Desinfeccion 2.26
Papel Filtro 20.88
Papel Toalla* 0.53
Parafilm 11.91
Guantes 16.32
Bisturis 4.04
Papel aluminio* 9.10
Marcadores 2.82
Costos Totales 65.60

Fuente: Catdlogo de Fisher. *Fuente: Bodega de Materias e Insumos de Zamorano.

Anexo 13. Costos de los medios de cultivo en la produccion in vitro de Nephrolepis
cordifolia utilizando un sistema de suspensiones celular es con una concentracion de 2
mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

Medio (Etapa) Costos ($)
Etapa | 0.08
Etapa 1 2.22
Etapa lll 4.41

Costo Total 6.71

Anexo 14. Costos de mano de obra en e proceso de micropropagacién de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de suspensiones celulares con una
concentracion de 2 mg/l de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

Actividad Personas Horastrabajadas Costo$h Costo ($)

Preparacion de Material 1 7.0 0.57 3.99
Preparacion de medio 1 15.0 0.57 8.55
Traspaso etapa lll 1 15.0 0.57 7.4]
Trituracion y siembra 1 20 0.57 2.28
Traspaso etapa |l 1 7.0 0.57 3.99
Siembra en cAmaras 1 0.25 0.57 0.14
Monitoreo 1 1.0 0.57 0.57
Manejo de contaminados 1 1.0 0.57 0.57
Lavado de utensilios 1 4.0 0.57 2.28
Preparacion de Camaras 1 3.0 0.57 1.71
Costostotales 31.49




35

Anexo 15. Costos por desinfeccion e Insumos en e proceso de micropropagacion de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de suspensiones celulares con una
concentracion de 2 mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

Concepto Costo ($)
Desinfeccion 1.96
Papel Filtro 11.31
Papel Toalla* 0.53
Parafilm 5.96
Guantes 5.10
Bisturis 2.02
Papel aluminio* 4,55
Marcadores 2.82
Costos Totales 34.25

Fuente: Catdlogo de Fisher. *Fuente: Bodega de Materias e Insumos de Zamorano.

Anexo 16. Costos de los medios de cultivo en la produccion in vitro de Nephrolepis
cordifoliautilizando un sistema de suspensiones celulares con una concentracion de 4
mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

M edio (Etapa) Costos ($)
Etapa | 0.08
Etapa Il 2.29
Etapa lll 441

Costo Total 6.78

Anexo 17. Costos de mano de obra en e proceso de micropropagacion de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de suspensiones celulares con una
concentracion de 4 mg/l de kinetina. Zamorano, Hondur as, 2003.

Actividad Personas Horastrabajadas Costo$h Costo ($)
Preparacion de Material 1 7.0 0.57 3.99
Preparacion de medio 1 135 0.57 7.70
Traspaso etapa |l 1 7.0 0.57 3.9
Trituracion y siembra 2 1.0 0.57 1.1
Traspaso etapa 1 11.0 0.57 6.27
Siembra en cAmaras 1 0.25 0.57 0.14
Monitoreo 1 10 0.57 0.57
Manejo de contaminados 1 1.0 0.57 0.57
Lavado de utensilios 1 4.0 0.57 2.28
Preparacion de Camaras 1 3.0 0.57 1.71
Costostotales 28.36
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Anexo 18. Costos por desinfeccion e Insumosen € proceso de produccion in vitro de
Nephrolepis cordifolia utilizando un sistema de suspensiones celulares con una
concentracion de 4 mg/l de kinetina. Zamor ano, Hondur as, 2003.

Fuente: Catalogo de Fisher.

Concepto Costo ($)
Desinfeccion 1.96
Papel Filtro 6.36
Papel Toalla* 0.87]
Parafilm 5.96
Guantes 5.10
Bisturis 2.02
Papel aluminio* 4,55
Marcadores 2.82)
Costos Totales 29.64

* Fuente: Bodega de Materias e Insumos de Zamorano.

Anexo 19. Costo por planta aclimatada utilizando € substrato A durante la
aclimatacion de vitroplantas de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as, 2003.

Unidad

||Com ponente Cantidad  Precio ($) Costo ($)
rena m 0.03 6.25 0.190
Compost quintal 0.004 4.01 0.020
Mano de obra hr/hombre 0.42 0.57 0.230
Bandeja Mdltiple* unidad 0.02 0.37 0.010
Invernadero? m? 0.003 1.78 0.005
||Costo Total 0.455

Fuente: Seccidn de contabilidad ZECI *Fuente: Catélogo Fisher 2002/03
?Fuente: Ing. Agr. Cinthya Martinez. Comunicacion personal.
Substrato A= arenay compost (2:1)
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Anexo 20. Costo por planta aclimatada utilizando el substrato B durante la
aclimatacion de vitroplantas de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as, 2003.

"Componente Unidad Cantidad  Precio ($) Costo ($)
rena v 0.013 6.25 0.080
Compost quintal 0.004 4.01 0.020
Casulla n 0.013 3.72 0.050
Fibra de cocoe Ib 0.002 6.22 0.010
Musgok Ib 0.013 5.80 0.080
Mano de obra hr/hombre 0.417 0.57 0.240
Bandejas muiltiples* unidad 0.020 0.37 0.010
Invernadero? u 0.003 1.78 0.005
||Costo total 0.485

Fuente: Seccion de contabilidad ZECI *Fuente: Catdlogo Fisher 2002/03
eFuente: www.yerbabuena.com/complemento.asp?grupo=4

kFuente: www.monanimal .net/substratos.html

?Fuente: Ing. Agr. Cinthya Martinez. Comunicacion personal.
Substrato B= casulla, compost, arena, musgo y fibrade coco (5:3:1:1:1)

Anexo 21. Costo por planta aclimatada utilizando €l substrato C durante la
aclimatacion de vitroplantas de Nephrolepis cordifolia. Zamorano, Hondur as, 2003.

||Componente Unidad Cantidad Precio($) Costo ($)

rena m 0.013 6.05 0.080
Compost quintal 0.004 4,01 0.020
Musgok Ib 0.013 5.80 0.080
Carbon? bolsa 0.040 1.15 0.050
Mano de obra hr/hombre 0.417 0.57 0.240
Bandejas muiltiples* unidad 0.020 0.37 0.010
Invernadero? nt 0.003 1.78 0.005
||Costos Totales 0.475

Fuente: Seccion de contabilidad ZECI *Fuente: Catalogo Fisher 2002/03

kFuente: www.monanimal.net/substratos.html 3Fuente: Puesto de ventas Zamorano.

?Fuente: Ing. Agr. Cinthya Martinez. Comunicacion personal.
Substrato C= compost, carbén , arenay musgo (3:2:1:1)
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Anexo 22. Costos por depreciacion del equipo del Laboratorio de Cultivo de Tegjidos
y Micropropagacion (LCTM). Zamorano, Hondur as, 2003.

Precio Valor de

Equipo $ Rescate  Vida util (afios)  Depreciacion ($)
Agitador de Suspensiones | 4404.00 0 15 293.60
Destilador? 0.00 0 20 0.00
Camaras de Flujo
Laminar 9080.00 0 20 454.00
Balanza de precision 1995.00 0 10 199.50
Autoclave 8315.40 0 15 542.36
Secadoras de Cristaleria | 2427.63 0 20 121.38
Potenciometro 2470.00 0 10 247.00
Agitador Magnético? 167.7 0 10 16.77

Fuente: Catalogo de Fisher 2002/03.
“No seincluyeron todos | os equipos por no encontrarse |os model os en | os catal ogos.
En los costos por depreciacion seincluyen tres agitadores.

Anexo 23. Costos por Serviciogafno del LTCM. Zamorano, Hondur as, 2003.

Servicio Costo ($)
Mantenimiento 329.35
Electricidad 0.00
Agua Potable 0.00
Teléfono 61.71

Fuente: Oficina de Presupuestos y Contabilidad CCPA, comparacion presupuestaria Septiembre 2003.

Zamorano, Honduras, 2003.

Anexo 24. Costos Administrativodano del LCTM. Zamor ano, Hondur as, 2003.

Concepto Costo ($)
Papeleriay articulos de oficina 337.08
Materiales de |aboratorio 392.13
Sueldo Encargado de laboratorio* 674151
Suelgo gerente de laboratorio* 6067.41
Materiales de limpieza 58.82

Fuente: Oficina de Presupuestos y Contabilidad CCPA, comparacion presupuestaria Septiembre 2003.

Zamorano, Honduras, 2003.
*Entrevistaa M Sc Dinie de Rueda.
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