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RESUIYIEN 

Castro, Alvaro 1999. Adimataci6n de dos especies de helecho propagadas in vitro; 
Nephrolepls exa!tatn cv. Bostoniensis (he\e\.lho bostoniensis) y Nephrolepis cordigera 
(helecho cola de quctzal) Proyecto Especial del Programa de Tngcniero Agr6nomo, 
Zamorano, Honduras 35p. 

La nllcropropagaci6n consiste en: Ia producci6n masiva de plantas a partir de porciones 
pequeii.as de una planta, utilizando t6cnicas de cultivo de tejidos y un sistema de 
producci6n in vitro, bajo condiciones cstrictatnente controladas de ambiente y nutrici6IL 
Tambi£n se puede producir planta:; a partir de los tejidos o dlulas cullivadas 
as£pticamente. El proceso demicropropagaci6n oonsiste en varias cupa.s sucesivas y las 
Ires prim.,r.ts se !levan a cabo dentro del laboratorio. La Ultima etapa del proccso es !a 
etapa IV o de aclimataciOn que consist a b>isicamente en el trasplante de Ia vitroplama 
del media aseptico al ambiente de vida nanrral en cl invernadero. Para que Ia plarrta 
sobreviva tiene que pasar por un periodo de aclimataciOn en el cual tiene que volverse 
autOtrofa y tiene que desarrollar resistencia a Ia deshidrataci61l. El esntdio prctendi6 
C!lC<)ntrar un protocolo claro y especifico para el proceso de aclimataci6n de dos 
espedes do he! echo: Nephrolepis exollala cv. Bostonicnsis y Nephrofepis cordigera. En 
Ia primem parre del estudiO se trabajO coo Nephrokp/s exaltata cv. Bostoniensis. Para 
esto se evaluaron cinco substratos bajo un si..<tema de riego por nebulizaci6o.: a) 
Compost, b) Compost mas arena, c) Coneza de coco, d) Coneza de coco mas arena y e) 
Fibra de coco. Se evalu6 Ia sobrevivencia y caracteristicas como nUmero de brotes por 
planta, m'imem de rakes par planta y Ia ganancia de peso por planta. En Ia segunda 
parte del estudio g., trabaj6 con N<!phrolepis cordigua. Bajo un sistema de 
microinvcmadero, se cvaluaron diferentes fuctores para "endurccer" las vitroplanras 
durante Ia etapa ill mtes de su transplanle ai invernadero. Sc cvaluaron los siguierrtes 
factores: uivel de iicido absclsico (ABA). 0 mg/l, 2 mgfl y 4 mgfl, nivel de sacarosa 
20gfl y 30gfl, y Ia remoci6n y no remoci6n de parafilm cinco dias antes del tran~plante. 
EI substrata que di6 mejores resultados fue el compost, y el tratamiento en el cual hubo 
mayor gananda de peso y mayor nilmero de rakes fue en el que sc utiliz6 ABA a raz6n 
de2mg/l. 

Pa!abras clavcs: micropropagaci6n. propagaci6n In vitro, helechos, aclimataci6.n, 
endurecirnier~lo, acido abscisico, aut6trofa, emaizamil.'nto. 



NOTA DE PRENSA 

SE OBTIENEN BUENOS RESULTADOS USANDO HORi\lONA ESTRESANTE 
PARA REDUCffiW. i'>lORTALIDAD DEL JIELECHO COL..\. DE QUETZAL 

CULID'ADO L"\' LAUORATORIO 

E1 hclecho Cola de Quetzal cultivado en varios paises 1atinoamcricanos es de 
gran importallcia econOmica en !a industria de plantas omamcntales. Por esto varios 
lalmratorios dedicados a producir plantas par media de cultivo de tt;jidos estin 
intcrcsados en su produccl6n. El cullivo de tcjidos es !a producd6n en masa de plantas 
obtenidas de una pequeil.a porci6n de una plama. 

Enlre los problemas enwntrados en !a produeci6n del bclccho Cola de Quetzal, 
cultivado en laboratorio, estill los altos indices de rnortalidad en el procer.o de 
aclirnataci6n a1 sacar las plantas del laboratorio a1 invcmadero. En El Zamorano, se 
hicieron pruebas para mcjora:r la eficiencia en la aclirnataci6n de cs:te tipo de helecho, 
utilizando varias concentruciones de una honnona que haec mas soportable el estrCs que 
sufren las plantas al transplantarlas al invemadcro. 

Esta hannona Hamada acido abscisico en el lenguaje tCcnico, produce una 
reacci6n en la planta facilitando su aclimataci6n en el invemadero. Por lo que al 
aplicarlo sc obticnen plantas mejor prepamdas para n:sistir las condicione$ fuer:a del 
laboralmio. 

Se prob6 las dosis de 2 miligramos por litro (mg/1) y 4 miligramos par litro 
(rngfl) de :icido abscisico. y se compar6 con planta.~ a las que no se les aplic6 la 
honnona. Se tuvo resultados favorables utilizando una concentraci6n de 2 miligrarnos 
por litro, ya que cstas planllls aurncntamn de pe-,o, tuvicron mayor nfunero de raices y 
no hubo ninguna p6-dida por aclimataci6n en el invernadero, comparado con 0 
miligrarnos par Iitro del tcstigo las cuales resullaron en menor peso y nfuncro de raices. 
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1. JNTRODUCCION 

El avance de Ia agricultura, desde sus inicios hasta hoy, ha alcanzado niveles muy 
elevados que permit en desde una gran tecnificaci6n en d campo, basta Ia propagaci6n y 
desarrollo de nuevas planta.~ a partir de porciones muy pequeiias en un media artificiaL A 
estas t6cnicas se les conoce como cllltivos in vitro o cultivo de tejidos, las cuales se 
reali7.an en laboratorios especializados de agricultura moderna. 

La micropropa£aci6n consisre en !a producci6n masiva de plantas a partir de panes 
pequeilas, usando tm sistema de producci6n in vizro, Em tipo de propagaci6n nos 
permite producir plantas a partir de tejidos o cblulas ~ultivadas asepticamcnte, bajo 
condiciones em-ictamente controladas de ambiente y nutrici6n. 

Segim Usui et al. (1996), Ia tecr.ica de cultivo de tejidos ~e puede dcfinir como el cultivo 
de ce!ulas u 6rganos e.'-1midos de las plantas., que se mantienen bajo condiciones 
artificiales y pennite reproducir planra.~ que poseen todas las caracteristicas de Ia planta 
madre, 

El proceso de micropropagaci6n consisre en cuatro ctapas y para efectos de esre e:;wdio 
oo trabaj6 con las dos iiltimas etapas del proccso. La etapa 1 o de establecimiento tiene 
porobjetivo establccer el cultivo en un media nutritivo e~teril. La sclecci6n del exp!ante, 
!a elirninaci6n de comaminnmes y las condiciones de cullivo son facrores cloves del t!.xiro 
en Ia etapa de establecimiento. 

En Ia ~tapa ll o de multiplicaci6n se incrementa el niimero de pmp.igulos para su 
posterior enraizamierrto en tm nuevo media nutritivo. SegUn Hartmann y Kester (1997). 
el b:ito de Ia multiplicaci6n radica en que se produzcan plantas uniforrnes sin enraizar, 
del tamaiio apropiado, que se recupcren con prontitud despu6s de su transferencia y que 
empiecen a crect:r de inmediato. 

En Ia etapa Ill o de pretransplante se prepara a las plamas para su traru;planle y 
establecimiemo fuern del mcdio artificial Este periodo tiene tm lapso de dos a cuatro 
semanas para permitir que s~ desarrollen Ia..~ ralces. 

La Ultima etapa del proce~o de micropropa.saci6n es Ia aclimataci6n o etapa IV. Esta 
etapa consiste bisicamenie en el transplante de las yitroplantas del media aseptico al 
ambiente de vida narnr:al en el invemadero. P.ra que Ia planta sobreviva tiene que pasar 
por un periodo de aclimataci6n en el cual tiene que volverse autOtrofa, tiene que 
dcsarrollar rakes, resistencia a deshidrataci6n y resist:encia a pat6genos. En esta etapa es 
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de suma importancia el mantenimiento de una humedad relariva elevada para que las 
plantas no se deshidmten y ~ puedan desarrolla:r nuevas rakes y brotes. 

En el labormorio de Cuhivo de Tejidos y ll1icropmpagaci6n de El Zamornuo, se ha 
trabajado en el desWTollo de protocol as para Ia propagad6n in l'ilm de helechos. A traves 
de estos trabajoo se han desarmllado las formulaciones especifleas para cstas especies 
dcpendiendo de Ia etapa ell el pro~eso de micropropagaci6n. Actualmente se tmbaja con 
dos especies de helecho Nephrolepis exaftala cv. Bosmnicnsis (Helecho Bostoniensis o 
Boston Fern) y Nephrolepis cardigera (Helecho Cola de Quetzal). 

En el caso de los helechos, las vitroplarrtas deben contar coo un buen sistema radical, 
producto de las formulaciones a que han sidu e.\:puestas en Ia ctapa lll de laboratorio, 
antes de saiir al invernadem. La limitante principal de .:stas especies es que rufrcn un 
grado muy elevado de d~hidrataci6n a! salir del laboraiorio, no desarrollan buena 
cauti.dad de brotes ni fullaje y por Io tanto la phdida de: \fu-oplantas es bastante alta. El 
grado de deshidrataci6n guc se ha observado es mayor en Nephrolepis cordigera que en 
Nephro!epi.s exa!raUJ, por lo tanto !a mortalidad ha sido mayor para esta Ultima especie. 

A tr<tvo!s de este cnsayo se pretende establecer un protocolo de adimataci6n para las dos 
especies de helechos, de manem que se reduzca !a mortalidad por deshidrataci6n y 
p6rdida de vigor de las vitro plantas. 

En la prirnera parte de este cstudio se trabaj6 con Nephrolepis exalra1a cv. Bostoniensis. 
Se probaron los siguientes cinco dpos de substrata bajo un sistema de n.ego por 
nebuli7..aci6n: 
I. Compost. 
2. Corteza de coco. 
3. Fibra de coco. 
4. 1\Ic7..cla de compost y arena (I: I). 
5. ,VJe7..cla de corteza de coco y arena (I: !J. 

En la segunda pane de este estudio se rrnbaj6 conNephrolepis conligera. El prop6sito de 
la segunda pane de estc estudio fue come= a aclirnatar las vitroplantas o a 
"endurecerlas" desde que la.~ mismas estitn todavia en ellaboratorio en etapa m. 

Pam loyrar esre endurecimiento en etapa III se evaluaron las siguientes variables: 

l. El nivel de sa.carosa en el medic de crecimiento en elapa liL 
., EI uso de vlll"ios niveles del regulador de crecimicmo ABA (:l.cido abscisioo) en el 

medio de crocimiento en ctapa III. 
3. La rcmoci6n o reten.ciOn de parafilm en los Ultimos dia;; del proccso in vitro 

inmOOiaramentc antes de !a salida de las "11troplantas al invemadero. 
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1.1 OBJETIVOS 

Los objo:tivoo de esta investigaci6n fueron los siguientes: 

1.L2 General 

1. Evaluar y definir un m6todo <:Speci:fico para el proceso de aclimataci6n de las 
~~ecies de he! echo Nephrokpis t!Xaltata cv. Bostoniell5is. y Nephrokpis cordigera. 

I.L3 F,.specifi~os 

1. Encontrar un sistema de aclimataci6n 6ptimo para las especies de he! echo. 

2. Enconrrar un substrata adecuado para poder llevar a cabo !a adimataci6n de las 
especies de helecho. 

3. Establecer y definir las condiciones 6ptimas para disminuir Ia deshidrataci6n y 
estimula:r el desarrollo del follaje a\ trasladar las vitroplamas al invcmadem. 

4. Acort.ar cl tiempo de adaptaci6n en Ia etapa IV. 

5. Definir la irrfluencia de Ia aplicaci6n de tratamientos en !a etapa ffi,. para acelerar y 
optimizar el "endurecimiento" dt: las vitroplantas antes de su traslado al invemadcro. 

6, Us.ar tratamientos pre-cndurecimiento como la hormon.a itcido abscisico en tres 
diferentes do sis, uso dt: sacarosa en dos diferentes do sis en el prm:eso de aclimataci6n 
y remoci6n de papel parafrlm. 



::>:.REVISION DE LITERA TURA 

::>:.L G:W"'\'ERALIDADES SOBRE EL RELECRO 

Err6neamcntc damos el nombre de helecho a todas las plantas que no ticncn flores ni 
frutos; pero si las esrudiamos y oonoeemos algo de su morfologia y ta."\:onomia, nos 
damos cuenta que los verdaderos helechos cst:in incluidos entre las plantas mas 
numerosas y comunes. Entre las clase~ de estos ~e ha reportado especies con valor 
alimenticio y medicinal (Murillo, 1983). 

Viven actualmerrte unas 9000 ~Jlecit!S de helechos ampliamente distn"buidas en los 
rr6picos yen las regiones temp Iadas. Los de rtl1,-iones templadas preficren lugares frescos 
hUmedos y sombreados. Algunos helechos miden hasta \6 metros, con hojas hasta de 4 
metros (Villee, 1996). Nephrolepis es un g6noro subtropical de aproximadamonte 30 
cspecies, con nueve de elias ubicadas en regiones tropicales y subtropicales en todo ei 
mundo. (Gerrit eta!., 1995). 

Nephro!epis exaltata cv. Bostoniensi~ tiene un rizoma perenne, bien desarrollado; 
escamas patente;s. pardo p!Jido a oscuro, a veces rojiza,s. esencialmente concoloras; 
tuberculos au~entes. Las hojas pucden llegar a medir de 40-142 em por 5-12 em y son de 
color verde (Gerrit cl a!., 1995). 

Nephrokpill cordigera es un hele~ho que tiene un rizoma perenne. bien desarrollado; 
escama.s patentes, pardo p:ilido a oscuro, a vece5 negras, conooloras; lubo!rculos ausentcs. 
Las hojas pueden llegar a medir de 14-Slcm por 1-6 em (Gerrit et al., 1995). 

2.2l'ROPAGAC10N 

Muchos gen~:ros y especies de heleo:hos se propagan en forma convencional por medio de 
esporas. Hartmanny Kester (1997) describcn en fonna detallada un mitodo eficiento para 
podor propagar algunas especies de helechos a partir de Ia gcrminaci6n de esporas. 
Tambio!n sc han desarmllado procedimi~ntos para propagai" helechos ln vitro a partir de 
esporas usando una soluci6n nutriente en agar. 

En el casu dd helecho de Boston o Helecho Bostoni~nsis, es una planta hibrida que no 
produce esporas viab!es y se propaga con lentirud por divisiOn de corona, peru es una de 
las plantas mils adaptables a Ia micropropagaci6n y se pucde propagar con tasas elevadas 
(Hanmann y Kester, 1997). Probablem~'llte el helecho de Boston se propaga mas por 
medio de cultivo de ttjidos que cualquicr orra p!anta orruuneotal (Kyt.~. 1996). 
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Con respecto a1 helecho Cola de Qu.d:zal, se puede propagar en forma oonvencional: a} 
por divi~itm de ~orona, pero el nUmero de plantas que sa obtiene por i:stc m6todo es muy 
bajo como sucedc con el helecho de Boston (Espiual, 1999)'; y b) por csporas, pero aUn 
cuando el nfunero de plamas que se obtiene es mayor que con el metodo anterior, erte­
metodo es demorado, En eu.anto a Ia propagaci6n in ritro del he\ echo Cola de Quetzal no 
se ha cncontrado en !a Iiteratura inlbrmaci6n alguna que haga referencia a esta forma de 
propagaci6n. Espinal y AH.n (1997) reportan los primeros trabajos prcliminan:s para 
propagar el helecho Cola de Quetzal en al labonuorio obtenitondo alta.~ ta5a5 del 
multiplicaci6n, 

En general los hdechos son propagados in l'ilro por media de segmentos de rizoma 
{Kyte, 1996). Se pueden uti!izar las puntas de rizomas en crecimiento activo seglln 
recomienda. Burr, 1975 (citado pm Hartmann y Kester, 1997) o de estolones como lo cita 
Kyte, !996. Pll!ll la multip!icaci6n in vitTo de los hdechog, es prcfcrible mantener las 
plantas madre en d irwemadero en maceta..> colgantes y bajo un sistema de ricgo por 
goteo {Hartmann y Kester. 1997). SegUn Espinal y Alin (1997) es po~ible obtener 
ex]Jlaotes relativamcme limpios., con bajo grado de contaminaci6n superficial, si lo~ 
rizomas son obtenidos de plantas. madre que estan creciendo en maceta.S colgantes. 

La ventnja dd cultivo de tcjidos para propagar los helechos es que por media del usa de 
esta tt'<cnica se pueden obtcner no solamente una cantidad mash•a de plantas, sino que 
tambii!n 6stas son rnis sanas, mb uniformes y de mejor apariencia que aqui!llas 
propagadas por los metodos convencionales de propagaci6n. Con un periodo de 
producci6n aproximado de menos de cuatro meses al ailo se pueden obtener millont!S de 
plantas al aiio, sistema que puede estar al alcance de cllalquier facilidad dedicada a la 
mieropropagaci6n, por muy modesta que sea (Kyte, 1996). Burr, 1975 (citado por Espinal 
y Al:in, 1997), rcporta que es posible producir 37,500 plantaS a partir de !00 segmentos 
de rizorna en un periodo de nueve me>e-s. 

Una limitante que existe para Ia producci6n de helechos in vitro es que la variabilidad 
ge>retit:a de las plantas producidas se incrementa con c! ni.tmero de subcultivos. Para 
reducir esra variabilidad se recomienda realizar solameme rre..< a cuatro subcultivos 
(Espinal y Alan, 1997). 

2..3 ACLThL-\TACIOK 

Una de las etapas que rC\~ste gran irnportancia den!ro de la ti!cnica de propagaci6n b1 
•·irra es e1 lram]Jlante de l...s virroplantas. a! invemadero, asi como Ia adaptaci6n de estas 
al medio ambiente. Varios factores deben ser considerados para !a aelimataci6n de 
vitroplantas al media amhiente ya que las condiciones difieren rnueho ~""Il Ia fase de 
laboratorio, invemadero y campo; por lo tanw, re hace necesario un tratamiento de 
acUmataci6n para evitar la per-dida de prop:igulos a! >Cr transplantados ai invernadero 
(Hurtado y MerirJO, 1987). 

1 Comunicaci6n personal. El helecho bostonincnsis. El ZarnoTIUJo, Honduras 
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Pam aclimatar las vitroplamas se rcquicrc de un sistema cerrado a1 media ambiente 
exterior como un invemadero (Usui et al., 1996) ya que en el campo las plantas son 
susceptibles a daiios causados par el clima, ataque dt: insectos y enfermedades. En el 
invemadero se deben commlar factOres como Ia obscuridad (intensidad luminic:a), 
huruedad relativa y !a temperatura (Usui et al., 1996). 

El t;xilo en el culrivo de t~idos depende de Ia habi!idad d~< transferir y rcstablecer 
cultivos vigorosos de plantas in vitro a condiciones ex >·itw. Esto implica Ia aclimataci6n 
o c1 cndurecimiento de las plantas a condiciones de baja humedad relativa y alta 
intell5idad luminica. En e1 proceso de acliruataci611, las vitroplantas e:-.:perimentan 
cambios en !a anatomia de las hojas (Capellades et al., 1990, citado por ColOn ct al., 
1996) y en Ia fisiologia (Grout y Millam 1935, citado por Col6n et al,, 1996); estos 
confiercn a las >~troplantas un gran potencial de supervivencia ex vitro. 

Las modificaciones en d desarrollo de las hojas y Ia competencia fotosinrerica, que 
o=en cuando las plantas son trasladadas de un ambicnte in vitro a un ambiente ex ritro, 
son inducidas por los altos niveles de luz y bajos pon::~<ntajes de humedad relativa; estos 
factores crean rnodificaciones anat6mieas de !a cera epicuticular foliar, los estomas y de 
las C<ilulas epidermales, parecidas a las que se producen en Ia aclimataei6o de 
invernadcros que cultivan plantas (Capellad~<5 d aL, 1990, citado porCo16n et al., 1996). 

2.3.1 Cambios fisiol6gkos 

Seg{m ColOny Rodriguez (1996) las virroplantas pueden desarrollar y rnosmrr cambios 
fisiol6gicos que le penniten tolerar condiciones adversas de deficiencias de humedad. A 
continuaci6n se prcsentan algunos aspectos d~< los procesos fisiol6gicos afcctados por una 
disminuci6nen Ia humedad al transplantar las vitro plantas al invernadero: 

2.3.1.1 Cera epicntienlar de Ia hoja.. Norrnalmente las v:itroplantas sufren de una 
p6rdida excesiva de agua; esr.a cxmdiei6n se rdaeiona eon Ia f.Uta de cera cpicuticular 
ademis de que los estomas aun no ~:otlin funcionando con normalidad. Eventualmeme, las 
plantas van desarrollando una cuticula gruesa o cerosa que reduce las p6rdidas de aguli. 

2.3.1.2 Ajnste osm6tico. Debido a que Iii~ \~tmplantl!s no son autosuficientes en 
condiciones in vitro, tiendcn a perder agua y par lo tanto pierden turgencia al mom~nlo 
de trasladarlas a1 invemad~-ro. Es imponame mantener Ia turgencia de las plam:as, ya que 
es esencial para cl alargamiento cellllar y para el crccimiento. Cuando Ia plania es 
autosuficiente pu~de hidrolizar compuestos insoluhles (almid6n) a compuestos solubles 
(azllcares) y de esta manera hace que el potencial hidrico de Ia sa''ia sea mas negative 
(ColOny Rodriguez, 1996) y se mantenga la turgencia. 
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2.3.1.3 Comportamieuto de los estomas.. El potencial hidrico, al cuai ro;sponden los 
estomas, esta afcctado por una 1'lliiedad de factores entre los cuales estim Ja edad de Ia 
planta, las condiciones de crecimicnto, Ia ubicaci6n d~ Ia hoja y los antecedentes de 
influencia hidrica de Ia planra. 

Las vitroplantas aJ s.alir del Iaboratorio no ti~nen un estoma funcional par Ia que pierden 
a_aua con facilidad, sicndo n=ario introducirlas err un ambiente con alta humcdad 
relativa como Ia es un invcrnadero. 

2..3.1.4 Fotosiute:sis.. Normalmentc las plantaS in vitro requieren de una fuente exrema de 
energia ya que son heterotrOficas, no fotosintctizan por lo tanto no oon autosufidentes 
(Col6n y Rodriguez, 1996). Luego de aproximadamemc diez dias posteriores a! 
tran5plante, Ins vitroplantas inician normalmenle sus proces.os fotosintericos. 

1.3.2 Cnmbios anat6mico~ 

2.3.2.1 IIo-ja. Segtln Col6n y Rodriguez (1996): Ja apariencia y anatomia de las hojas 
tipicas reflejan su capacidad para el intercambio gascoso y !a absorci6u de !a radiaci6n. 
Una <:!>1nlctura que absorba Ia radiaci6n necesira ser ancha y delg.ada, y orientarse en 
:lngulos rectos hacia Ia fuente de radiaci6n para alcanzar su miL\ir:na eficiencia. Del 
mismo modo, para el intercambio de gases eftcicme se requierc una !imina delgada que 
ofrezca el miximo area foliar por unidad d~ peso_ Sin embargo, uu intercambiador de 
gases que es dicaz es rambi6n un cvaporador e£cientt; por lo cual una cstructura en 
forma de hoja sin nioguna cubierta protectora $C secaria rlipidamente. La epidermis oon 
su cuticula protege a Ia hoja de Ia deshklnilaci6n, pero tambien reduce el irrtercambio 
gaseoso a niveles muy bajos''. 

El objctivo de Ia aclimataci6n es obtener el mayor mlmero de plantas aclimatadas lo rruis 
temprano pos.ible. Las vitroplantas, luego de ser aclimatadas ya cstan en Ia capacidad de 
orierrtarse hacia Ia fuen!e de luz para alcanzar su mi.x.ima eficiencia 

Segim Co16n y Rodriguez (1996) las hojas se adaptan de divers-as rnaneras a condiciones 
ambientales particulares, por lo cua1 en planUtS normales se pucden producir amplias 
variacion<':li. En cuanto a las \itrohojas eo.-te proceso es mas complicado debido a las 
condiciones de alta humedad relativa en que se encontraba Ia planta en el interior del tubo 
de ensayo. Como ya se rnencionO, las hojas producidas in vitro no tienen estomas 
funcionales pero .a tr.<v,;s del tiernpo estos se van modificando basta 1\egar a ser 
funcionales. Las rnodificaciones incluyen una diversidad de mccanismos que reducen Ia 
p&dida de agua en las plantas tales como pelos supt:rficiales, cstomas hundidos, capa 
cerosa, etc. 
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2.3.3 Int~nsidad lu.minicu 

1-.fientras esta en condiciones in vilro !a actividad fotosintetica no cs necesaria ya que Ia 
plarn:a ticnc todos sus nutrk'Iltes del media de crecimiemo (Hunado y }.Ierino, 1987). Al 
trasladar las vitroplantas a! invernadem se establece Ia acth~dad fotosintetica porIa que 
la intensidad luminica debe ser incrcmentada gradualmerrte. Este incremento debe ser 
gradual ya que ya que una t:xposid6n directa al sol rcsulta en un esti-es tan fut:rte que la 
planta no sobreviviria a este cambia. 

2.3.4 Rumedad 

SegUn Hurtado y Merino {1987) !a planta dentro del tuba de ensayo se encucrrtra bajo 
condiciones de esterilidad y de alta hurnedad relativa (9&-99.5%). Es po~ible reducir 
grndualmcnre Ia h1.1medad relativa dentro dd coll!enedor climinando Ia cinta de parnfilm 
uuos cinco dias antes del transplante al suelo; esto dania Ia vitroplanta mayor tolerancia a 
Ia baja humedad relativa del media ambieme y se facilitarit su posterior adaptaci6n a 
condiciones autiitrofas. El objetivo final es inducir a que las vitroplantas puedan regular 
adecuadamente sus procesos de absorci6n, tnmslocaci6n y transpiratiOn de agua. 

El porceotaje de humedad relariva en cl invernadero es importante pam el 6.-:ito en la 
aclimataci6n de las pliD1tulas. Por lo cual el mantenimiento de una elewda hrnnedad 
relativa (80 a1 1 00%) durante dos a tres semanas posterior aJ transplante sirve para 
proteger Ia planti de !a de:;ecaci6n y permitir que inicie nuevas raices y brotcs (Hartmann 
y Kester, 1997). 

Aim CI.II!IIdo los procesos de aclimataci6n sean bien realizados, Ia sobre\ivencia de las 
plantas en el transphurte puede ser baja debido a !a inhabi!idad de las plantas de retener 
agua en sus tejidos (Grout y Aston, J 978, citado por Co!6n et al., 1996). 

2.3.:5 TempemtuOJ. 

La temperatura adecuada para Ia aclimataci6n en el invcmadero es de 20 a 25 "C. 
Temperaturas mayores a esta ~n daiios por destridrutllci6n siendo oecesario tener una 
adecuada ventilac16n (Usui et al., 1996). 

2A A.l\"TECEDE.'<TES El\ LA UTILIZAOOI\"" DE ACIDO ABSCisiCO (ARA) 

SegUn Col6o y Rodriguez (1996) el icido abscisioo (ABA) se utiliza para red.ucir las 
tasas de crecimiento y para moderarlos efectos de las chocininas y au.xinas. 

El ABA se le conoce comimmente como una fitohormona de e>trCs que se sintetiza a 
partir del icido mavaJDnico en hojas maduras como re:spuesta al .,,;tres hidrico. Memis 
las semi !las son una fuentc ricas en ABA (Co16n y Rodriguez. !996). 



9 

Esta fitohormona se transporta desde las hojas a otros puntos de crecimierrto a travi:s del 
lloema. Adt!m~ existe cierta evidencia de que puede circular a las ralces y luego rcgresar 
a las hojas a trav.!s del xi lema (ColOny Rodriguez, 1995). 

2.4.1 Efectos 

Segim ColOny Rodrigue7. (1996) los efectos que posce el ABA son los siguientes: 

1. Un estn!s hldrico causa aumento en ABA y esto resulta en el cien:e del poro 
estomatal. 

2. El ABA e;;tim.ula el transporte de fotoasimilados hacia las semi !las eu desarrollo. 
J. El ABA induce Ia sintesis deprotdnas de almacenamiento en scmilias.. 

La iniciaci6n de cambios similares en patrones evolucionarios de las hojas luego del 
tratamiento de iicido absdsico (ABA) iu v;vo (Zccvaart y Creelman, 1988, citado por 
Col6n eta!., 1996) e in •·itro (Janet y Gawel, 1991; Kaney t\lbcrt, 1989, citado por 
ColOn ct al., 1996) '>llgieren un p<J-sible rol de desarrollo interne de ABA en el proceso de 
aclimataci6n. 

En un previa estudio, ColOn et al. (1990) report6 que pl:i.nrulas de Arbmlia arbumifolia 
(Rosaceae) cultivadas in vlrro en Ia presencia de ABA, produjeron hojas con rasgos 
morfu16gicos y a:nat6micos similare~ a aqmillos producidos por plantas crecidas y 
d=olla.das directamente en invernadl:fo~. 

Seglm ColOn eta!. (1996) posiblemcntc una suplememaci6n media con ABA en Ia fase 
Ill puede s~""!""IO:r como un trntamiento in vitro de pre-endurecimiento para inducir 
desan-ollos y cambios fisio16gicos pnmaturamente, los cuales disminuyen Ia pCrdida de 
agua, incr<;:mentan Ia capacidad fotoointCtica y asi incrementan Ia habilidad de Ia 
vitroplanta para sobrevivir en un ambiemc ex vitro. 



3. :1\'IATERIALES YMETODOS 

3.1 DESCRIPCION GEOGRAFICA 

El eswdio se llevO a cabo en los O.:panamentos de Honiculrura y Ag;ronomla de Ia 
Escuela Agricola Panamcricana, El Zamorano, ubicada en el Km. 30 de Tegucigalpa. err 
el valle del rio Yeguare, en el Departamento de Francisco lvlorazlsn, Hooduras, dumntc el 
pcriodo de ma:rzo a diciembre de 1999. 

3.2 CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTDDIO 

El sitio de Ia invcstigaci6n se encuerrtra a una altura de 800 msnm, con una estaci6n 
Ilm~osa cornprendida de mayo a octubre y una estaci6n seca de nmiembrc a abril. La 
temperatura oscila de :!0-24"C respectivamcnte J' con una intensidad d~ Iuz promedio, 
durante el dia, de 7,000 a I 0,000 pies candela. 

3.3 SEL£CCION DEL SITIO 

El sitio selecciunado fue cl Laboratorio de Cultivo de Tejidos y lY1icropropagaci6n, 
juntamente con sus invemaderos de aclimmaciOn ubicados en el Depurtamcnto de 
Agronomla,. y los iuvcrnadcros del D<!'partamento de Horticultura ubicados ~n Ia Secci6n 
de Propagaci6n de Plantas. 

3.4 ESTARLEC.G\IIENTO DEL EXPERL\IENTO 

3.4 .. 1 Parie I 

La prim~ra pane de esta invcstigaci6n se llev6 a Ollbo en el Departamento de Hmticultura 
y coru;isti6 en c1 transplante del hclecho NepJrrolepis e.wltata cv. Bostoniensis a un 
invernndcro de '1drlo, bajo un si~iema de riego por nebulizad6n a:utomatizado por un 
reloj el~ctrico que se pucde calibrar. EI reloj fue calibrado para que cl sistema de 
nebulizaciOn se encendiera a las sei~ de Ia :rn:ti\an;a y se apa,"llf'o; a las seis de Ia tarde. El 
int~m'alo de ricgo fue de 20 segundos cada seis minutos durante el periodo de 12 horas 
durame el dia que se mamuvo encendido el siskma 

El sistema sc apagO a las seis de la tarde debido a que durante Ia noche Ia temperatura 
baja end invernadero reducio!ndose Ia tasa de lr'll,{tspiraciOn por pane de Ia planta 
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TarnbiCn al reducirs.e el exceso de agua que reciben las p\an:tas ~c rcdncc !a p&dida por 
pudrici6n en ]a.<; raices y Ia contaminaciOn par b.ongos. El transplante se rt:aliz6 el 7 de 
abril de 1999, 

En eyre e.-cperimcnto re probaron diferentes subtratos con el prop6sito de dctenninar e1 
mejor para aclimataci6n. Para realizar Ia prueba se utiliz6 ei modelo estadistico Discilo 
Complete a1 Azar (DCA) ya que no se visualirii nin~;una gra.dierrte que afectara los 
trntamientos. EI modele oonst6 de cinco lnl.t!lmiem05 y einco repeticiones. Cada unidad 
experimental tenia tm total de cinco plantas, Los tnctanrientos a utiliurse fueron los 
siguient~; 

• Compost. 
• Compost y art"ua. 
• Corteza de coco. 
• Corteza de coco y arena. 
• Fibra de coco. 

Las variables tomadas fueron.: al momenta del tran5plame se com6 el nlimero de rakes 
inicial y al momenta de Ia cosecha se com6 el nUmero de rakes final, brotes nuevas )' 
estolones. 

En el ane;m I se ilustra c\ protocolo utilizado en ellaboratorio de Cultivo de T~idos y 
M:icropropagaci6n de Zamorano para 1a propagaci6n in vitro dt: las vitroplantas de 
hclecho N. Exa/lata cv. Bostoniensis que re urilizaron en esra investigaci6n. En el anexo 
2 se presema Ia formulaci6n base de Murashige y Skoog que se utiliz6 en Ia preparaci6n 
de los medios de cultivo utilizados para las diferentes etapas en Ia micropropagaci6n de 
belecho. El anexo J ilustra Ia~> formulaciones utilizadas en Ia preparaci6n dt: las diferentcs 
concentmciones de las soluciones madre de sales millcrales MS que se utilizaron en Ia 
preparaci6n de los mecHos de crecimiento. 

Una vel. finali.T.ado el e;-.;perimerrto se procedi6 a tabular los datos y analiz.arlos en cl 
pmgrama estadiSiico MST AT*L desarrollado en Ia Universidad de Michigan. 

3...1-.1.1 PreparadOn y esterilizaci6n de los substrates. Los substnuos de crecimienro 
(compost, corteza de coco, fibra de coco y arena} se empacaron en paquetes de papel 
manila y se introdujeron en un autoclave a una temperatura de 120 "C durante 15 minutos 
con cl fin de csteriliz.ar los m~dios. Luego se prcparnmn cuatro bandejas de 50 celd.a.~. en 
los cuales se coloc6 los difcreutes sub~"tratos de crecimiento con cl objetivo de observar 
en cual se adaptaban mejor las vitroplantas. Seguidamente se proced.i6 a preparar las dos 
mezclas de mcdios que se utitizarian tambien como s:ubstratos y que consistio:ron en una 
mezcla de compost rrcis arena y coneza de coco mas arena, ambos en una relaci6n do: 
volumen de =o a uno (50:50). Las bandeja.~ que se utilizaron fu"'ron de polisryreno, Pro 
Trays'~ de 50 c:eldas, con una profundidad de 2 l/4 pulgadas de profunrlidad (Hummert 
lmernarlonal, U.S.A.). 
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3.4.1.2 Distribuci6n y llcnad{l de bnndejas.. Una vez esterilizados los substrdtOs a 
utilizar se procedi6 a inrroducirlos en las bandejas, eo cada una de las celdas. Previa a Ja 
introducciOo de los misrnos se humed~cieron con elfin de facJ.litar Ia mczcla meci.nica de 
los substratos (compost mis arena y oorteza de coco mit.s arena) y reducir el estrb.> de las 
plantas. por falta de agua. 

La co\ocaci6n de los subsuatos en las bandejas se esquemariza en el cuadro l. Tor:uando 
Ia primera bandeja de izquierda a derccha y escugiendo las primeras cinco celda.~ hacia 
abajo se coloco el compo~t (C). Lucgo saltando una fila se tomo las sigulenles cinco 
celdas bacia abajo y se coloco !a corte7.a de coco (CC). Para el siguiente substrata se 
volviO a sal= una fila y las siguierrtes cinco celdas hacia abajo se coloc6la fibrn de: COCQ 

(FC) y a asi se him con c1 rcsto de substrates compost mils arena (C+A) y Ia corteza mits 
arena (CC+A) como se puede apreciar en cl cuadro I. Sucesivamcme se alteroo al azar 
cada substrata en las restantes cuatro bandejas. 

Una vez colocados y hurnedecido~ los substratos en las bandejas se prucedi6 aJ 
rransplante de los helechos, del tuba de ensayo (etapa lli) a l;w; bandej;w;. Para e;;to, se 
prucedi6 a dh~dir las p!Antul;w; del helecho Bostoniensis. dos vitroplan:tas por cada tubo 
en ensa:yo, se Iav6 el agar de Ia b;w;e de las plant;w;, y luego se procedi6 a s=brarl;w; en 
las bandejas. En el transplant<: ~e utilizo pin7-M para e:-.1raer las pl:intulas y luego con un 
bisruri .se proccdi6 a dividirl;w; par Ia mimd. Todo estc procedimienro se rea:lh:6 bajo el 
nebulizador en funcionamicnw con e1 fin de reducir el estr6s de las plantas y su posterior 
pCrdida de a!,.'lla. 

3.4..:!: Parte U 

La segunda pwtc de este expcrimento se llcv6 a cabo en el Departamento de Agronomia 
y consisti6 en e1 transplante del he! echo Nephrolepis cordigera {he! echo Cola de Quetzal) 
a un microinvcmadero de plistico utilizando e1 substrata (compost) que di6 mejores 
re>ultados en Ia primem pane de csta investigaci6n. 



13 

El prop6sito de esta s.egunda parte de Ia irrvestigaci6n fue ex:poner las vitroplantas a 
diferentes rratamicntos de prc-aclimataci6n o endurecimiento durante !a etapa Ill antes de 
su transplante a! invernadero. AdemiL~ de remover o llijar el parafilm antes del 
transplantc, se probaron diferentes do~;i~ de Ia hormona icido (ABA) y de sacarosa para 
determinar Ia dosis rnis adecuada para el endw:ecimiento de los helechos. Todos e:;tog 

rratamientos se hicieron micntras las vitroplintulas se encontraban en el rubo de ensayo. 

Se utilizO c1 modelo estadistico Bloques Completos al ,\:zzr (BCA) con un disci'io uiple 
fuctorial El modelo const6 de doce tratamientos (3 do sis de ABA s 2 dosis de sacarosa x 
2 niveles de parafilm) y cinco repeticiones, cada unidad experimental tenia cinco plantas. 
Para eJ dise~o triple factorial se analiz6 tres efectos principales con sus respectivas 
combinaciones de los niveles de los faclores investigados. A continuaci6n se dctallau lOs 
efectos principales y s:us intcraccione>: 

l. Acido abscisico (0 mg/~ 2 rng/1 y 4 mg/1). 
2. Sacarosa(20g/Ly30g/L) 
3. Parafilm (remoci6n vs. no remoci6n). 
4. ABA x Sacarosa. 
5. Parafilm x Saca:rosa. 
6. ABA x pnrafilm. 
7. ABAxparafilmxSacarosa. 

Pre1~0 ala siembra se hizo una distribuci6n al azar de los Ulltamientos en Ia bandeja. A 
continua.ci6n se muestra los diferentes tratamientos individuales; 

I. 0 mgll ABA, 30 giL Sacarosa, con d para:film. 
" 0 mg/1 ABA, 30 gfL Sacarosa, sin el parafilm. 
3. 0 mg/1 ABA, 20 giL Sacarosa, con d parafilm. 
4. 0 mgll ABA, 20 giL Sacarosa, sin el parafilm. 
5. 2 mgll ABA, 30 giL Sacarosa, con el parafilm. 
6. 2 mg/1 ABA, 30 giL Sacarosa, sin el parafilm. 
7. 2 mg/l ABA, 20 giL Sacarosa, con el parafilm. 
8. 2 mg/1 AB./1., 20 giL Sacarosa, sin el parafilm. 
9. 4 mgl1 ABA, 30 giL Saca.rosa, con el parafilm. 
10. 4 mg/1 ABA, 30 giL Sacnrosa, sin el parafilm.. 
11. ~ mg/1 ABA.. 20 g/L Sacarosa, c.on el parafilm.. 
12. 4 mg/1 ABA, 20 giL Sacarosa, sin e1 parafilm.. 

Las variables a medirse al momerrto del transplantc fucron el peso fresco inieial (PFl) y 
nllmero de rakes inicial (NRI); y a la cosecha Ia ~"Upervivencia (S), el peso fresco final 
(PFF), rnimero de brotes final (1'-'BF) y nilmero deralees final (1"-.'RF) (Anexo 4). 

Una vez finali7.ado el e;...-perimento se procedi6 de igual manera a tabular los datos y 
analizarlos en programa estlldislico MST AT·L. 
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3.4.2.1 Procedimiento utilixado para Ja tnmsferenda de las vitroplantas de cbpa ll 
a etapa ill en el l:aboratorio. Las vitroplantas utilizadas en Ia segunda parte de ~u. 
investigaci6n fuerun obtenidas do: pre\~a inoculaci6o de ctapa II a etapa III en el 
laboratorio. Para poder realizar esta inoculaci6n se prepar6 primeramente un mcdio de 
cultivo etapa III como aparccc en e1 anexo 1 y que es una modificaci6n del m<:dio bitsico 
de Murashige y Skoog. Este media fue originalmcnte desarrollado paa cultivos de 
tcjidos de tabaco pero han sido utilizado en mochas otras cspccics con mu}' buenos 
resulmdos. Sc utiliza en Ia iniciaci6n de cultivos de helechos, en Ia preparaci6n de las 
plantas obt~nidas in vitro pnrn su transplante. 

Sc prcpar6 media liquido y se utilizaron 360 tubas de enMyo de 15 x 150 mm. que fuerou 
previamente idcntificados segUn e1 tratamiento y preparo.dos con puemes de papcl filtro. 
El media de crrtimierrto se prepar6 con diferentes do>is de :icido abscisico (0 mgfl, 2 
mgfl y 4 mJJJ) y Sacarosa (20 gfl y 30 gil) dependiendo dcl tratamiento. 

Oespu.SS de ajllSUlT el pH a 5.8, se procedi6 a dispensar el media de cultivo para 
enraizamiento en los contenedores, a nv6n de 10 ml por contenedor, y seguidarnente se 
csterilizO el mL>dio en el autoclave durante 20 minutos a 12l"C y 15 psi de presiOn. Una_ 
vez enfriado el merlin se procedi6 a Ia tra!l&ferencia de las vitroplamas en una Cli.mara de 
flujo laminar. Este transplant a se realiz6 el 20 de julio de 1999. 

Oespu6s de once semanas se procedi6 al movirniento de las vitroplantas a etapa 1 V y Ia 
siembrn en bandejas (8 de octubre de 1999). Previo a Ia siembra, cinco dias antes, se 
retir6 el parafilm de los tratamientos a los que se les debia remover el parafilm antes de Ia 
transferencia. Como ya se mencion6 anterionnentc, las plantas d~'lltro del tubo de ens.ayo 
se encuentran bajo condiciones de esterilidad y de alta humedad relativa. Esta humedad 
relativa se puede Ir gradual mente reduciendo al remover el parafilm unos cinco dias ames 
del transplante a! S1.1elo. La remoci6n de !a cinta de parafilm dari potencialmeme a !a 
plunta mayor tolerancia a Ia baja hi.IIOedad relativa del medio ambiente y le fitcilitani su 
posterior adaptaci6n a condiciones aut6trofas, donde tendri que regular adecuadamerrte 
sus proce:sos de absorci6n, tra~locaci6n y transpi:rad6n de agua. 

A diferencia de Ia siembra pasada (Parte I) que se realiz6 bajo un sistema de 
nebulizaci6n, en esta scgunda parte del ex~~&imento se modific6 las condiciones de 
siembrn reali;r..indola aJ aire libre pero asperjando constantemente las pla.nras para cvitar 
la acelerada deshidnnaci6n. Una vez sembradas las bandejas, 6stas se introd~eron en los 
microinvernaderos_ Es:r:e sistema de mieroinvemaderos es el sistema tradicional que se 
utiliza actualmente en el T..aboratorio de Cultivo de Tejidos y lvlicropropagad6n del 
Departamento de Ag:ronomia. 

3.42.2 EsterilizaciOn del wm.'tmto uHlimdo en cl invernadero. En cuanlo a Ia 
esterilizaci6n del substrato se procedi6 de igual manera que en la parte I. Se empac6 el 
mismo en paq1.1etes de papel manila. Luego estos paquetes se introdnjeron en un 
!llltoclave a una temperatura de 120 oc durante 15 minuto-s con el fin de eslerilizar los 
medio-s para e1itar cualquier p<h-dida por bacterias. 
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3.4.2.3 Construcci<'in de microinvernaderos. Para Ia construcdOn de los 
microinvemaderos se cortaron tab las de madera de 56 em por 30 em. A estas tab las se Ies 
nicieron u-es pcrfornciones en cada e;...-uemo a lo lar<,;:o de Ia tllbla con mlarlro. procunmdo 
no atraveoar toda Ia tabla, con elfin de colocar arcos de alambre nUmero S. 

Dcspufu de haber introducido las bandeja!> ya sembradas con los difcrcntes tratamientos, 
se pros:igui6 a cubrir el mkroinvernadero con una balsa plktica y se seilO amamJndo !a 
misma a! frente con un alambre de cobre emplru;ticado. Una ve.: sdlados, los 
microinvernaderos se trasladaron a un invemadero cubicrco con >aiin que retiene el 60% 
de Ia luz que entra 

Una vez trasladados y sellados los microinvernaderos, se procedi6 a regar una vez pur 
scman:a con el fin de e~~tar Ia p&dida de Ia hnmedad relativa Esto se realizaba con una 
botella aspers<Jra que emitia el agua en fonna de nebulizaci6n. Los microinvemaderos se 
abrian lo menus posible con el fm de que no escapara Ia humedad de los rnismos y 
nuevamente se volvia a sellar los microinvemadcros dcspu6 del riego. 



4. RESULTADOS Y DISClJSION 

4.1 PARTE I 

En esra primer-a fase se evalu.6 el efecto de cinco .substratos. Los resultados se detalhm a 
continuaci6n. 

Como podemos apreciar en el cuadro 2, e1 mejor .substrata reSLI!t6 ser el compost yu que 
produjo la mayor cantidad de l'lliolone:s promedio por planta (-l-.0). Aunque no tuvo 
diferencia significativa estadisticamente con d SLibstrato de compost mas arena, el 
compost tiene Ia caracterh:tica de indllcir mayor carrtidad de estolones. Estos resultados 
sugieren qtJee\ helecho nec<::>ita de un alro contenido de nutrientes para desarrollar mayor 
~tidad de esrolone:s, ya que comparando con los substratos que utilizaron arena, 
cortem y fibrn, estos no tienen una disp<mibilidad de nutriente~ adecuada, se observ6 
menor cantidad de estolone~ en estos iiltimos. 

Los tratamientos de compost con arena, corteza con arena y corteza rohunente, no 
tuvieron diferencias significativas y el resultado fue un nfunero menor de estolonas 
promedio por planla que al usar solnmcnte compO:o-r. El tratamiento en el que se obtuvo 
menor niimcro de estoloncs fue en el que se utiliz6 libra como substrata (1.2 ). ya que Ia 
fibm lo iinico que puede mejorar es Ja propiedad fisica del medio, pcro no las propiedades 
quimicas, por lo tanto no contribuy6 a mejorar las condiciones para las vitroplantas. La 
misma situaci6n se observ6 con ei uso de cortcza y cortez:a mas arena, mismos que no 
tu>ieron diferencias significativas comparadoo con Ia libra. 

Se observ6 asf mismo, que las vitroplantas puestas en compost como substraio, no solo 
1:enian mayor nUmero de estolones si no que tambien eran de tamai'io superior a las 
transp!antadas en los dermis substratos. Esto concuenla con los resultados del anitlisis 
estadistico y con Ia necesidad de nutrientes por parte de las 1-itroplantas transplantadas. 

4.1.2 Ntlmero de brl>tes 

El nUmero de brot~ fue muy similar y estadfsticamente no bubo difcrcncias signifi.cativas 
entre los cinco tratarnientos (Cuadro 2). Estos resultados sugieren que, 
independientemente que usemos cu.nlquier:a de los cinco .substratos, ei niimero de brutes 
va a ~er igual. 

----------------------
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4.1.3 Niimno de rakes 

En el =dro 2. Se pLiede apreciar que numerica y \~sualmente cl mejor substruto fue 1a 
flbra (5.0 rakes promedio por planta), ~eg_,ido de Ia combinaci6n de corteza con arena 
(4.9 rakes promedio par planta). La funnaci6n y deSWTollo de rakes fue superior en 
estos medias dcbido a que cuerrtan con mejores caracteristicas fisicas., como ser: 
porosidad, aircaci6n y soltura. 

Aunque los resultados en el arillisis ,;;tadistico nos indican que no bubo diferencias 
significativas entre los cinco tratamientos, esto se pudo deber al hecho de que poder 
!levar a cabo el conteo de rakes y estandariza.r Ia forma de hacer el conteo fue bastante 
complicado. Algunas plantas pr=tabnn raiccs IDU)' entrelazadas y enredadas; asi 
mismo, diferenciar entre rakes principales y secundarias en varias plantas fue alga 
confuso, y por consiguiente se obtuvo una alta varlabilidad entre dittos. 

C=dro 2.1\'iimcro de estolono:s, brote:s y rnkes emitidos lu,;go de pr-o bar cinco tipos de 
subs:trams eo la aclimataci6n de Nephrol<!p& ewrfraw cv. Bcstoniensio<, £1 Zamorano, 
H d 1'199 ,, ~ . 
Trlltamientos Nllmero de Niimero de Nfuncro de 

Estolones Brotc.< Rafe<!S 

Com '" 4.0a 2,0a 3.6a • 
Com ost+ Ar~na 2.9ab 2.2a I 3.7 a 
Cortez&+ Arcn~ 25bc 1.9 a 4.9 a 
Cort= 2.4 be 2.1 a 3.0 a 
Fibra 12 c 1.6 a 5.0 n . . . 

' ' • < 

4.2PARTE U 

En e5ta segunda pane del experimento se evaluaron tres dosis de Ia hormona iicido 
abscicico (ABA) como pre-endurecedor en Ia aclimataciOn de los hele<:hos, el uw de dos 
dosis de sacarosa y Ia remociOn y no remoci6n de parafilm cinco dias antes del 
transplante al invemadero, con sus respeclivas interacciones. 

4.2.1 Ganancia dt: peso 

Los resultados se puedom apreciar en el cuadro 3 donde se ana!izaron los efectos 
principalcs con sus respectivas interacciones. Para Ia ganancia promedio de peso por 
planta, st: encontr6 diferencia s:igniticativa en Ia utilizaci6n de ABA en el mcdio para. e1 
endurecimiento de las vitroplam:a.~. 

lndependieme de los otros factores analizados, el tratamiento con ABA que meJor 
resultado di6 fue Ia dosis de 2 mgll en cl que se cuantific6 una gartaiJcia de peso 
promedio de 0,74 ± 0.06 ,!!lplanra (cuadro 6, anexo 5 ). 
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Con re;;pecm a! uso de Ia sacarosa, independiente de los otros factores, se observ6 wra 
mayor ganancia de peso coando s~ utiliz6 30 gil {0.65 ± 0.05 g/planta) que cuando se 
utiliz6 20 gil (0.58 ± 0.05 f.dplanta) aunque csta difercncia no fue sign.iticativa (etllidm 
3). Esta tende~cia en Ia respuesta de las plamas a los diferentcs uiveles de sacarosa se 
puede obsenr<U" en el cuadro 6 y c1 anexo 5. 

Con respecto a Ia remoci6n y no remoci6n de pamfilm,. indcpendiente de los olros 
facto res, se obse!i'6 un !eve incremento no significativo en Ia g;rnancia de peso cuando se 
removi6 el parafilrn (0.64 ± 0.05 g/planta) (cuadro 6, anexo 5) que cuando no se removi6 
el mismo (0.59 ± 0.05 g/planta) (cuadm 6, ane:-:o 5) cinco dias antes del transplante. 

Las diferentes interacriones no fueron estadisticamente siguificativas como se pucde 
observar en el cuadro J. Aunque en las gr.ificas del anexo S se puede obsery.u Ia 
tendencia hacia Ia ganancia de peso usando 2 rngll de ABA conjunrn.mente con 30 g/1 de 
sacaro:m. usando 2 mgfl de ABA con rcmoci6n de parafilm, y usando 30 gil de sacarosa 
con remoci6n de parn.:film. 

Esto concuerda con lo enconrmdo por ColOn en un estudio sobre los cfrcros del ABA, en 
!a cspecie Arbonia arbunlifulia, donde mcnciona que una supltomentJ.ci6n media con 
ABA en Ia fuse III de micropropll!,'1lci6n puedc scrvir como un tratamiemo in vitro de 
pre-endurecirrUento. 

Cnadro 3. An;ilisi~ d~vari~nza <obre Ia ganancia de peso promedio por planb en la 
aclimnt"-ci6n dL Nephrokpi_, conflge:ra como respuesta a Ia remociOn y nn r-emoci6n de 

~~~~~~ di;"~-&g~ ~~:;;~~;;:~ distintm: dosi~ de ABA)' sacarosa ~n Ia et.~pa 

~.2.2 NUmero de brotes 

Aunque el cu.adro 4. muestra que no hubo difcrencias significativas entre IL'>ar ABA, 
sacarosa y remov~r vs. no remover el parafilm antes del transplante, para el mll:nero de 
brmes sc puede observar que hay una disrninuci6n en el niunero de brotes (1.5 ± 0.~2 I 
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planta) (cuadro 6, illl=o 6) cuando utiliz:amos 2 mgii de ABA, y al c:ontrario, bubo un 
aumento en el nUme:m de brotes aJ utilizar 30 gt1 de sacarosa (2.13 ± 0.34 I plarrta ) y 
cuando se removi6 el para film (2.31 ± 0.34/ planta ) (cuadro 6, ane.xo 6). 

La disminuci6n en el mimcro de brotes por el uso de ABA se pudo deber a que es una 
hormona que reduce Ia lllsa de crcdmiento ya que es una fitohonnona del estrCs (ColOn et 
al, 1996). Asi mi5mo el aumento en nllinero de brotes debido al uso de 30 gil de sacarosa 
:;e pudo deber a que Ia planta obtuvo mayor reservas de carbohidratos que le sin•icron 
para formar m.is brotes. 

Cuadro 4. An51isis de;arinnrt~ sobTe nUmcro de bmtes promedio por plantll en Ia 
adimataci6n tk Ne:phro!f!pi.; cordiger<t como respuesta. a Ia rcmod6n y no nmociOn de 

~~~~~~dia; antes I distintas dosi, de ABA y sacarosa en Ia etaCOC"o 

,, 

4.2.3 NUmero de mices 

Los resultados S<' pueden apreciar en el cuadro 5 dondc de igunl manera se esrudi6 Ia 
intlucncia de los \'arius factures principales (ABA, sacarosa, remoci6n vs. no remoci6n 
de parnfilm cinco dias antes del transplante) y sus intemcciones en Ia variable nUmero de 
raices promediu por planta. Nuevamente se observ6 que e1 efecto principal responsable 
cstadisticamente signi:ficativo fue el ABA a una dosis de 2 mg/1 que result6 en un 
incremento significativo d\l 4.82 ± 0.39 rakes promedio por planta (cuadro 6, anexo 7) 
comparndo a las dosis de 0 mgll y 4 mg!l en los que se observ6 un nUmero de raices 
promedio de 3.56 ± 0.39 y 3.30 ± 0.39 respectivamente (cuadro 6). 

Aim cuando no sc obtuvo diferencia signifiC!Itiva, existe una !eve tendencia por parte de 
Ia sacarosa, indcpcru:lientemente de los otros factores cst1.1diados, de aumenta:r el nUmero 
de rnices promedio por planta cuando se o.rtiliza una dosis de 30 gfl (3.98 ± 0.32) (cuadm 
6, anexo 7). 

Por el con.trario sc oh5erva q1.1e para d parafilm., armquc no hubo diferencia estadistica., 
hay una tendencia de reducir el mimero de rakes cuando el parafilm fue removido antes 
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de el tran.qp\ante (cuadro 6, anexo 7). Hurtado y Mtrino (1987) mencionan quo:: a! retirar 
d parafilm 5 dias ames del transplante Ia Yitroplanta comieuza su proceso de 
aclimataci6n pero no discute acerca dd proc::eso de formaci6n de rai= durante cstc 
pcrlodo de acllmataci6n. 

En [o referente a las interacdones no se ha em:ontrado difcrcncia significativa aunque 
para ambas interacdones ABA-parnfilm y ABA-sacarosa, Ia dosis de 2 mg}l muestra una 
tendencia de incrementar cl niunero de rakes promedio porplanta (ancxo 10), 

Cuadro- 5. Anilisls de vnrlanza wbre cl niimero de rafees promedia por planta en Ja 
<tcli:mata~i6n d" Nq;hm!.q;is cordigera como rcspuesta a Ia remociiin y no remodOn de 

~~~~i';'"~';"~di:M a:ntes
1 
dd do<is de ABA )' sacarosa en la etapa 

cuadrados n>edio F 

Cuadra 6. \',Jeres rwmedio y desviaoioneo estindard para ganancia de peso, niime•o de 
brotes y mimero de rafces promedio por planta en Ia adim:lt:tciiin de Nephrolepis cordigera 
C!lmo r"'lpuC'rtn a Ia remoci6n y nQ remoci\ln de parnfUm dneo dlas antes del transpll!nte, y 
a distintas dosis de ABA y sacaromen la ctap<t m de prc-transplante, £1 Zamorano, 
Hondu.nJ:s 



5. CONCLUSIOI\'ES 

I. Para Ia aclimamci6n del helecllo NepJrrolepis exaTwra cv. Bostoniensis, hajo un 
sistema de riego por neb1.1lizaci6n, el mejor mbstr.tto q1.1e se recomienda es d compost 
debido a su alto oontenido de nutrientes. 

2. Para aclimatar las plantas es preferible utilizar los microinvernaderos, ya que 
podemos contmlar Ia humedad y es mits econ6mko. Con el sbt~ma de nebWizaci6n, 
si no se maneja adecuadameme se cow: el riesso de perder las plantas par bongos y 
por pudriciOn de rakes, ademits de que es altamcme cosroso por su infraestrucrura. 

3. Para obtener una mayor ganancia de peso y un mayor rnimero do: brotes en las 
vitroplantas ya aclimatadas de Nephrofepis cordigera. se debe usar una dosis de 2 
mgll de ABA Con esta dosis hay cam bios anm6micos y fisiol6gicos en Ia vitroplanta 
q1.1e aumentan Ia supervivencia de las planta:; ~n el proceso de aclimaraci6n. 

4. En el proceso de cndurccim.iento de vitroplantas de Nephro/epis cordigera. 
incn:merrtar las dosis de sacaros.a de 20 a 30 gil en el media de cuhivo crapa Ill no 
tiene ningUn efecto significativo en Ia ganancia de peso, ni en el nUmero de brotes y 
ralccs promedio obtenidos par planta 

5. En el proceso de endurecimiento de vitroplantas de Nephro!epls cordigera, !a 
remod6n de parafilm cineo dias antes del transplante a1 invemadero, no tiene ningiln 
efecto sign:ificativo en Ia ganancia de peso, ni en el nti.mero de brotes y raiees 
promedio obtenidos por planta 



6. RECOl\lENDACTONES 

1. RealizEr nuevamente ensayos con Ia eliminaci6n del parafilm en los tubos de ensayo, 
para verificar si realmente hay algUn efecto significative de esta prictica en el 
endurecimiento de las vitroplantas antes de su transplante al invemadero. Para 
comprobar su funcionalidad se sugiere trabajar con diferentes especies. 

2. Couti!lllaf irrvestigando sobre la in.fiuencia de diferentes tipos de substratos y mezclas 
en la aclimataci6n de los helechos bajo diferentes sitemas. 

3. Realiz.aruna investigaci6n usando el microirrvemadero y una estructura ahierta con 
diferentes dosis de ABA paradetermina:r Ia supervivencia de las vitroplantas. 

4. Continuar con el et."tudio llevando las plant!& a un estado dG desarrollo comercial y 
COmplU"ar los costos de producci6n. 

5. Prubar Ia aclimataci6n de helechos en un sirtema de timel, pintando e1 pifu;tico con 
pintura blanca para evitar Ia penetraci6n de rayos solares y contro!ar mits los factures 
ambientales como la bumedad relativa especialmente. 
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s. ANL"XOS 

Anexo 1. Prutucolo y medios de credmientu utili:l.Jldo~ en Ia.> difercntes ei:lpas de 
micropropaga.ciOn para J\1ephrolepis cordigroru (helechtt Cola de Quetzal) y 
Nephmlepis =Itmu cv. Bostoniensis (hclecho Bostoniensis) en eJ labomtorio de 
Cultivo de 'fejidos y l\licropropagaci{in, El Zamornno, Honduras. 

Preparaci6n y dcs;ufecci6n de e:xplanies 

Para la siembm en etapa I se uti!V_an seceiones de es:to16n en crcclmlento activo 
provenientes de plantas sanas. En Ia preparaci6n de los esrolones se siguen los siguieutes 
pasos: 

1. lnmediatamente despwh de su cooecha, los estoloncs sc debcn lavar cuidado=entc 
en eJ Iabora:torio coo abundante agua y jab6n Hquido para remDver rastros de polvo. 

2. Seguidamente los cstolones se seccionan en segmentos de aprox.imadamente 2 em y 
se colocan en enj1.1aguc dirccramente bajo el chorro de agua de Ia llave durante 15 
minuws 

3. Luego de e:."ie enjuague se recortan ambos o;:.-.;:tremos de cada segmenro d~ando 
~cgmemos de aproximadamente 1.5 em. 

4. Los ~egmentos se llevan a un enjuague en soluci6n antio.>.:idante durante 15 minutDs. 
La soluciOn arrtioxidante se preparara con 100 mgt1 de acido asc6rbico y 150 mg!J de 
!icido citrko. 

5. Para desinfecci6n superficial de los e.>.:plantes se utiliza una soluci6o dt:sinfectante a 
base de NaOCl a1 20"/o v/v (Chlorox a1 5.25% i.a.) durante 15 minutos con agiraci6n 
frecuente, ntis tres gotas de Twtoen SOpor cada 100 m1 de soluci6n. 

6. A nivel de la cimara de flujo laminar se procede a haeer dos enjua!;ues de 5 minutos 
eada uno eon agua destilada esttril. 

7. Finalmente se recortan los extremos que cstuvieron en contaeto con e1 cloro y se 
procede ala siembra. 
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Etapa I (£st.ablecimiento) 
Nota: utilizar media sOlido o Ii 'do. 

Com nentcs 1 Lirro 
Macroclemcntos 
Microelementos 
Hi= 
Inositol 
Tiamina 
Klnctina 
ANA 
Phytagel 

S.== 
PH""'5.7 

100 ml (soluci6n madre llh) 
I ml (soluciOn madre 1000:-;) 
5 ml (soludOn madre 200x) 
lOOmg 
OAmg 
1.0 rog 
0.1 mg 
3.75g 

'" 
Fuente: Protocolo d=rro!lado eo l.aboratorio de Cnlrivo de Tejidos y 
Micropropag:~ci6n, El Zamorano, Hondurns, 

100 mg 
225mg 
2.0mg 
0.1 mg 
0:1- mg 
3.75 g 

'"' 
Etap:~ m (EnrniZllmiento) 
j",' ot:t: utilizar medio sOlido o Hquido. 
Co nentcs 1 Lilru 
l\facroelerncntos 
llficroelemeutos 
Hierro 
Inosit"l 
Acido Nicolini co 
Piridoxina 
Tianrina 
)u'{.A 

S= 
Ph}tagel 
H"' 5.7 

100 ml (soluci6n madre 10:-;) 
l ml (soluci6n madre lOOOx) 
l ml (solnci6u ~mdre200x) 
IOOmg 
0.5mg 
0.5 rng 
0.4 mg 
0.1 mg 

"' 3.75 

Fuente: Jmrrituto Nacional de Aprcndizajc. 1994. Propagaci6u Cbual 
in vitro de d.iferentes especies yegernles en ellaborntorio del INA. San Jose, Costa Ric:1 
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Anexo 2. FormuilldOn Blisica de ;u!es minenles y complementos orgllnicos de 
i\rurnshige r Skoog (MS) 

3.6 
0.83 
025 
0.025 

Fu=te: Mumshige. T. y F. Skoog. 1962. A revised medium forrnpid growth and bi=yswith 
tobacco tissue culnrres.l'lryslologia Plamnrum 15:473 -497 
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Antlil 3. Soluciones madre de~ minerales de i\!urashige y Sko~ (l\1$) utiliz.ndru; 
en Ia preparaciQn de los medios de crecimiento pam las diferentes etapm; en la 
micropropngaciOn de los helecho~ Ne:phrolepis. =lt:uW cv. B<lstoniensis y N. 
cordigertL 

Soluci6n Madre de .\lacronutrientes (lOx) 

4.40 

Soluci6n 1\!:Jdre de Micronutrientes 

16.9 
8.8 
0.83 

~~~~~~J;c 0.25 
0.025 

Fuente: 

Zamorano Honduras 

crecimiento 

' y :11-ficropropagaciOn, E17.amorano Hond= 
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A.nexo 5. Efecto de los Ires factores principales-: dosts de ABA (mgll) y sacarosa (:gil) 
en etapa UI, y remod6n (J} vs. no remociOn {0) de parafilm cinco di:ts sntes del 
tnmspl:mtc, sobre ill !';nnancia de pc:;o prumedio (g) por plnnta en ci procesu de 
aclimat.aci6n de Nephrolepi$ a:mtigeru, EI Zamnrano, Hondurns 1999. 
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Ane.w 6. Efecto de l<>s tres facto res principales: dosi.s de ABA {mgfl) y sacarosa (gil) 
= et.apa lll, y remoci6n (1) vs.. no remoci6n (0) de paraf"llm cinw dl!ts nntcs del 
transplant~ sobre el niimcro de brGtes promedio por planta en ei proceso de 
aclimataci6n deNeplzrolepis rordigua. El Zamorano, Hondur.J.s 1999. 

Psrafi"m 

,, 
• 

11 

······~ 
1.1 

11 



Ane:w 7. Er.,cto de los tres factores principales: dosi~ de ABA (mgfl) y sacaro.~a {gil) 
en etapa rn, y rerooci6n (1) ''S.. no remocioin (0) de parafllm cinco dills nn(e:l del 
transplantc, sobroo el niimeru de ralces prome.:lio por plant.'! en el proceso de 
aclimatll.ci6n deNepiirafqJis cariliger11, El Zamor:~no, Honduras 1999. 
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Anexo 8. Eredu de las interncciones de los tres fnctores prindpalcs; dos~ de ABA 
(mg/1) y saearo-S:I! (gil) en et:lp:l- III, y rcmocidn (1) n. no remoddn (0) de parafitm 
cinco dillS antes del :tnlnsplante, sabre Ia grur::wcia de peso promedin (g) por plant:J. 
en cl prOCC!IO de aclimatacilin de NtpluokpJs cordigera, El Zamorano, Honduras 
1999. 

• • • • 

ABA - -- . " --.. -- ---•• 
_,.... ____ - -------.----------

" 

"' ·• 
•• .-----------

" " Sacarosa 
•• --· - --- • 

" " •• 
Parafllm 



Anexo 9. Erccto de las interncciones de los trcs factures principales: dos;s de ABA 
(rna./!) y sacarosa (gil) co etapa ill, y remaci6ll (1) vs. no remodiin {0) de parafihn 
dncv df:es antes del trnnspl:mte, sobre el mimcro de brotes promedio por planta en 
el proceso de aclimatadiin deNephrvlepls cordigua. £1 Za.morano, Honduras 1999. 

H>A 

~ ' --_, 
--- -

' ---., ' ' - --', -----
' 
' 

' ' _, 
'· 

Socarosa ' 
·" --
~ ' 

_, 1 

Pam film 
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Anexo 10. Efecto de las interacciones de los tres factores principales; dosis de ABA 
(mg/1) y saearosa (gil} en etapa III, y remoci<'in (1) vs. no remoc«Jn (0) de par:rlilm 
cinco dias antes del tr:lnsplante, sohre cl mimero de raices promedio por planta en 
el procew de aelimataciOu de Nephrokpis curdigera, El Zarrwrano, Hondurns 1999. 

ABA - ----•4 --
·z 

. -.. --
~----

-o 
Sacarosa 

·30 

·20 
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