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RESUMEN

Castro, Alvaro 1999, Aclimatacion de dos especies de helecho propagadas i vitre,
Nephrolepis exalteda ov. Bostoniensts (helecho bostoniensis) v Nepfrolepis cordizera
(helecho cola de quetzal) Provecto Especial del Programa de Tngeniero Agrénomo,
Zamorano, Honduras 35p.

La micropropagacién consiste en la produccion masiva de plantas a panir de porciones
pequefias de una planta, utilizando téenmicas de cultivo de tefidos vy bn sistema de
produccidn frr wire, bajo condiciones estrictamente controladas de ambiente v nutricion
También se puede producir plamtas a2 partir de los tejidos o células culiivadas
asépticamente. El proceso de micropropagacién consiste en varias erapas sucesivas y las
tres primeras se llevan a cabo dentro del laboratorio. La (Hima etapa del proceso es [a
etapa IV o de aclimatacién gue consiste basicamente en ¢l trasplante de la vitroplanta
del medio aséptico al ambiente de vida nanwal en ¢l invernadere, Para que lz planta
sobreviva tiene que pasar por un periodo de achimatacion en ef cual tena que volverse
amtotrofa y liene que desarroliar resistencia a Ta deshidratacion. El esmdio pretendic
encontrar un protocolo claro v especifico para el proceso de aclimataciin de dos
especies de helecho: Nepfirolepis exaliulu ov, Bostoniensis v Nephrolepis cordigerc. En
la prrmera parte del estudié se trabajd con Nephrolepls exalimia cv, Bostonlensis, Para
ésto se evaluaron cincg substratos bajo un sistema de rlego por nebulizacidn: a)
Compost, b} Compost mas arena, c) Corteza de coco, d) Coreza de coco mas arena y €)
Fibra de coco. Se evalud ta sobrevivencla y caracteristicas como nimerc de brotes por
planta, mimero de rafces por planta y la ganancia de peso por planta, Fn la segunda
parfe del estudic se trabajd con Nephrolepis cordigera.  Bajo un sistema de
microinvernadere, se evaluaron dilerentes factores para “endurecer” las vitroplantas
durante la etapa 111 antes de su transplanie al Invernadero. Sc cvaluaron los siguientes
factores: nivel de dcido ebscisico (ABA), 0 mgl, 2 mzT v 4 mg/l, nivel de sacarosa
20g1 y 3011, ¥ la remocidn v no remacién de parafilm cinco dias antes del transplante.
El substrato que dié mejores resultados fue el compost, y &l fratamiento en ef cual huba
mayor ganuncia de peso y mayor nmero de raices fue en el que s¢ wtilizd ABA a razdn
de Z me/l,

Palabras claves: micropropagacion, propagacién fm witro, helechos, aclimatacién
endurecimiento, dcido abscisico, auntdtrofa, enraizamiento,
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NOTA DE PRENSA

SE OBTIENEN BUENOS RESULTABOS USANDO HORMONA ESTRESANTE
FARA REDUCIR LA MORTALIMMAD DEL MELECHO COLA DE QUETZAL
CULTIVADG EN LABORATORID

Bl helecho Cola de Quetzal culiivado cn varios paises latinoamericanos es de
gran imporiancia econdmica en la industria de plantas omamentales. Por esto varios
laboratorios dedicados a producir plantas por medic de cultivo de tejidos estdn
interesados en su produceidn. El cuitivo de tefidos es la produccidn en masa de plantas
obtenidas de una pequedia porcién de una planta.

Enire los problemas encontrados en la produccién del belecho Cola de Quetzal,
enltivade en laboratorio, estin los altos indices de mortalidad em ¢l proceso de
aclimaracion al sacar las plantas del laboratorie al invernadera. En Bl Zamorano, se
hicieron pruebas para mejorar la eficiencia en la aclimatacidn de cste tipo de helecho,
utilizando varias concentraciones de una hormona gue hace mas soportable el estrés que
sufren 1as plantas zl fransplantarlas al invemadero.

Bsta hormona lamada dcido abscisico en ¢l lenguaje téemico, produce una
reaccidén en la planta [acilitando su aclimatacion en el imvemadero. Por lo que al
aplicarlo sc obtienen plantas mejor preparadas para resistir las condiciopes fuera del
laboraluno.

Se probd las dosis de 2 miligramos por litro {meg/T} v 4 miligrames por litro
(mgfl) de icido abscisico, ¥ se compard con plantas a las que no se les aplicd la
hormona, Se tuvo resultados favorables wtilizando una concentracidn de 2 miligramos
por litro, ya que cstas plantas aumentamon de peso, tuvieron mayor nilmero de raices v
00 hubo mnguna pérdida por aclimatacion en el invermadero, comparado con
miligramaos por litro del testige Tas cuales resuliaron en menor peso y odmerce de rafces,
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1. INTRODUCCION

El avance de la agricultura, desde sus inicios hasta hoy, ba alcanzado niveles muy
elevados que permiten desde una gran tecrificacidn en ol campo, hasta la propagacién y
desarrollo de nuevas plantas a parir de porciones muy pequedias en un medio artficial. A
estas téenicas se les conoee como cultivos fn wiro o cultivo de tejidos, las cnales se
reglizan en laboratorios especlalirados de agnicultura moderna,

La micropropagacion consiste en la produccién masiva de plantas a partr de partes
pequefias, usando un sistema de produccion in wiro, Este tipe de propagacion nos
permite producir plantas a partir de tejidos o células cultivadas asépticamcnte, bajo
condiciones estrictamente contreladas de ambiente ¥ nutricién

Segrm Usui et al. {1996, la téenica de cultive de tefidos se puede definir como el cultivo
de céluias u Organos extraidos de las plantas, que se mannienen bajo condiciones
artificiales y permite reproducir plantas que poseen todas las caracteristicas de Ja plama
madre,

El proceso de micropropagacion consiste en cuatro ctapas y para efectos de este estudio
se trabajd con las dos Qltimas etapas del proceso, La etapa | o de establecimiento tiene
por objetive establecer el cultivo en un medio nutritive estéril. La seleccién del explante,
la eliminucién de contaminantes v 1as condiciones de culiivo son factores claves del éxito
en la etapa de establecimiento.

En la etapa I o de multiplicacién se incrementa el nimero de propagulos para su
posterior enrzizamiemo en un nuevo medio nutritive, Segdn Harlmann y Kester {1997),
el &xito de la multiplicacién radica en que se produzcan plantas uniformes sin enraizar,
del tamaiic apropiado, que se recuperen con promtitud después de su tranzferencia y que
smpiecen a crecer de Inmediato.

En la etapa 11l o de pretransplante se prepara a las plantas para su transplanie y
establecimiento fuera del medic artificial. Este periodo tiene un lapso de dos a cuatro
semanas para permutir que s¢ desarrollen las rafees,

La dltima etapa del proceso de micropropagacion es la aclimatacién o etapa IV, Esta
etapa consisie bisicamenie en el transplante de las vitroplantas del medio aséptico al
ambiente de vida namural en el imvernadero, Para que la planta scbreviva tiene que pasar
por un perivdo de aclimatacitn en el cual tiene gque volverse autdtrofs, Henme que
desarrollar raices, resistencia a deshidrataeion y resistencta a patogenos, En esta etapa es
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de suma importanciz el mantenimiento de upa humedad relariva elevada para que Jas
plantas no se deshidraten y se puedan desarrollar nuevas rajces y brofes.,

En el labormorio de Cultive de Tefidos v Micropropagacion de El Zamorano, se ha
Irabajado en &l desarrollo de protocolos para la propagacion i vire de helechos, A través
de estos trabajus se han desarrollado Jas formulaciones especificas para estas especies
dependiendo de la etapa en el proceso de micropropagacion, Actualmente se trabaja con
dos especies dc helecho Nephrolepis exdicita cv, Bostoniensis (Helecho Bostontensis o
Boston Fern) y Nephrolepls cordigera (Helecho Cola de Quetzal).

En el caso de los helechos, las vitroplantas deben contar cop un buen sistema radical,
producto de las formulaciones a que han side expuestas en la ctapa LIl de laboraiorio,
antes de salir @l invernadern. La limitante principal de estas especies es que sufren un
grade muy elevade de deshidratacion al salir del laboraterio, no desarrollan buena
cantidad de brotes ni follaje y por lo lagto la pérdida de viroplantas es bastante alta. El
grado de deshidratacidén que se ha observado es mayor en Nephrolepis curdigera que en
Mephrolepis exaliata, porlo tanto la mortatidad ha sido mayor para esta titima especie,

A traves de este ensayo se pretende establecer un protocolo de aclimatacidn para las dos
especies de helechos, de manera que se reduzez la moralidad por deshidratacién y
pérdida de vigor de las vitroplamtas.

En la primera parte de este esdio se trabajé con Mephrolepis exnltata ov. Bostoniensis,
Se probaron los siguientes cinco tipos de substrato bajo un sistema de repo por
nebulizacion

Compost,

Corteza de coco.

Fibra de coco.

Mezela de compost ¥ arena {1:1),

ivlezela de sortezs de coco v arena (1:1).

N

En Ia segunda pare de este estudic se rabajd con Nepfirolepis cordizera. Bl propbsito de
la segunda parte de estc estudic fue comenzar a aclimatar las vitroplaotas o a
“endurecerlas” desde que las mismas estdn todavia en el laboratorio en etapa 1T,

Para loyrar este endurecimiento en etapa [ se evaluaron las siguientes variables:

1. El nivel de sacarpsa en el medio de crecimiento en etapa ITL

2, El uso de varios niveles del repulador de crecimiemo ABA (icido abscisien) en el
medio de crecimiento en etapa I1,

3. La remocion o retencidn de parafilm en los ditimos dias del procese in vitro
mmediatamente antes de [a salida de fas vitropiantas al invernadero.




1.1 OBJETIVOS

Los objetivos de esia investigacion fueren los siguientes:

1,1.> General

1. Ewvaluar y definir un método wspecifico para el proceso de aclimatacién de las
especies de helecho Nephrolepis exaltata ov, Bostomensis y Nephrolepis cordigera,

1.1.3 Especilicos

1. Encontrar un sistema de aclimatacion Sptimo para las especies de helecho.

3\.‘!

Enconrrar un substralo adecuado parz poder llevar a cabo la aclimatacion de las
especies de helecho.

:-.-J

Establecer y definir las condiclones Optimas para disminoir la deshidratacién y
estimular e] desarreilo del follaje al trasladar las vitroplantas al invernadero,

4, Acortar ¢l uempo de adaptacidn en la etapa IV,

5. Definir [z influencia de 12 aplicacién de tratamientos ¢n la etapa THI, para acelerar y
optimizar el “endurecimiento™ de las vitroplantas antes de su trasiado al invernadero.

6. Usar tratamientos pre-endurecimiento como la hormona icide sbseisico en lres
diferentes dosis, use de sacarosa en dos diferentes dosis en el procese de aclimatacidn
¥ remocion de papel parafilm.



Z. REVISTON DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES SOBRE EL HELECHO

Emdneamente damos el nombre de helecho & todas las plantas que no tienen flores ai
frutos; pero s las esmadiamos y conocemos algo de su moerdfologia ¥ taxononia, nos
damos cuenta que los verdaderos helechos cestan incluidos entre las plantas mas
numerosas y communes, Entre las clases de estos se ba reportado especies con valor
alimenticio y medicinal (Murillo, 1983).

Viven actualmente unas 9000 especies de helechos amplhamente distribuidas en los
wopicos y en [as regiones templadas, Los de regiones templadas prefieren lugares frescos
himedos y sombreades. Algunos helechos miden hasta 16 metras, con hojas hasta de 4
metros (Villee, 1996). Nephrolepis es un género subtropical de aproximadamente 30
especies, con nueve de ollas ubicadas en regiones tropicales y subtroplcales en todo el
mundo. {Gerrit et al,, 1995).

Nephrolepis exaltate cv, Boctoniensis tiene un nizoma perenne, bien desarrolad;
escamas patentes, pardo palide a oscuro, & veces rojizas, esencialmente concoloras;
tubércnlos ausentes. Las hojas pueden legar a medir de 40-142 ctm por 3-12 ¢m y son de
color verde {Gerrit et al., 1995).

Nephrolepiy cordigera es un helecho que tlene un rixoma perenne, bien desarroflado;
escamas patentes, parde palide a oscurg, a veces negras, concoloras, (ubéroulos ausentes,
Las hojas pueden llegar 2 medir de 14-31em por 1-6 em (Gerrtt et al,, 1995).

2.2 PROPAGACION

wuchos géneros v especies de helechos se propasan en forma convencional por medio de
esporas. Hartmann ¥ Kester {1997) deseriben en forma detallada un métodoe eficiente pars
poder propager algunas especies de helechos a partir de la germinacion de esporas,
También se han desarrollado procedimientos para propagar helechos i vitre a partir de
esporas usando una solucidn nutriente en agar,

En el caso del helecho de Boston o Helecho Baostoniunsis, es una planta hibrida que no
produce esporas viables y se propaga con lentitud por divisién de corona, perp es una de
Jas plantas mas adaptables a la micropropagacion v se pucde propagar con tasas elevadas
(Hartmann y Kester, 1997). Probablemente ¢l helecho de Boston se propaga més por
medio de cultivo de tegyidos que cualquier otra planta omamental (Kyie, 1996).



Con tespecto al helecho Cola de Quetzal, se puede propagar en forma cenvencional: a}
por divisidn de corona, pero el mimero de planias que se obtiene por &ste método es muy
bajo como sucede con el helecho de Boston (Espinal, 1999); y b) por csporas, pero ain
euando ¢l nimero de plantas que se obtiene ¢s mayor que con ¢l mérodo anterior, este
métado es demorado, En cuanto a la propagacidn r vilro del helecho Cola de Quetzal no
s¢ ha cneontrado en la literatura informacion alguna que haga referencia a esta forma de
propagacidn. Espinal y Aldn {1997) reportan los primeros trabajos preliminares para
propagar el helecho Cola de Quetzal en al laboratorio obtenicndo altas tasas del
muitiplicacion,

En general los helechos son propagados i virre por medio de segmentos de rizoma
{Kyte, 1996}, Se pueden utilizar las puntas de rfromas en crecimientt active seghn
recomienda Burr, 1975 (citade por Hartmann v Kester, 1997} o de estoiones como lo cita
Kyte, 1996, Para la multiplicacion i vigre de los helechos, es preferible mantener las
plantas madre en ¢l Invemadero en macetas colgantes ¥y bajo un sistema de Ticgo por
goteo {Hartmann y Kester, 1997), Segfin Espinal y Alan (1997} es posible obtener
explantes relativamente limpios, con bajo grzdo de contaminacién superficial, si los
rizomas son gbtenides de plantas madre que estan creciendo en macatas colgantes.

La ventaja del cultivo de tejidos para propagar les helechos es que por medio del uso de
estz 1écnica se pueden cbtener no solamente una cantidad masiva de plantas, sing que
también éstas son mds sanas, mas uniformes y de mejor apariencia que aquéllas
propagadas por los metedos convencionales de propagacidn, Con un periodo de
produccitn aproximadeo de menos de cuatrg meses al afio se pueden obtener millones de
plantas al afio, sistema que puede estar al alcance de cualguier facilidad dedicada a la
micropropagacion, por muy modesta que sca (Kyte, 1996), Burr, 1975 (citade por Espinal
y Aldn, 1997), reporta que s posible producir 37,500 plantas a  partir de 100 segmentos
de rizoma en un periodo de nueve meses,

Una [imitante gue existe para la produccifin de helechos i vifro es que la varabilidad
genética de las plantas producidas se incrementa con of mimero de subcultivos. Para
reducir esta variabilidad se recomienda realizar solamente res a cuatro subcultivos

{Espinal y Aldn, 1997},

23 ACLMATACION

Una de las etapas que reviste gran importancia dentro de la téenica de propagacion i
viro es el tramsplante de las vieroplantas al invernadero, asi como la adaptacién de éstas
a4l medic ambiente, Varios factores deben ser cousiderados para lz aclimatacion de
vitroplantas &l medic amhiente ya que las condicignes difieren mucho en la fase de
laboratorio, invernadero y campo; por lo tamo, se hace necesario un tratamiento de
aclimatacién para evitar Jz pérdida de propagulos al ser transplantados al invernadero
(Hurtado v Merting, 1987).

! Comunicacién personal, Bl helecho bostominensis, E] Zamorano, Honduras



Para aclimatar las vitroplanias se requicre de un sistema cerrado al medio ambiente
exterior como un invernadere {Usui et al., 1996} ya que en el campo las plantas som
susceptibles a dafios causados por el clima, atague de insectos y enfermedades, En el
invernadero se deben conuolar factores como la obscuridad (imtensidad luminica),
humedad relativa y la temperatura (Usut ef al,, 1996).

El &xilo en el auliive de tefidos depende de la babilidad de transferir y restablecer
eultivos vigorosos de plantas iz vitra a condiciones ex vitro. Esto implica 1a aclimatacion
o cl endurecimiento de las planilas a condiciones de baja humedad relativa y alia
intensidad luminica, En el procese de aclimatacion, las witroplantas experimentan
cambios en la anatomfa de las hojas {Capeliades et al,, 1990, citado por Colon o al,
1996) y en la fisiologia (Grout y Millam 1933, citado por Colén et al, 1990); estos
confieren a las vitroplantas un gran potencial de supervivencia ex vWira,

Las modificaciones en el desarrollo de las hofas y la competencia fotosnténea, que
acorren cuando las plantas son trasladadas de un ambiente /1 vifre 2 un ambiente ex vigo,
son inducidas por los altes niveles de luz v bajos porcentajes de humedad relativa; estos
factores crean modificaciones anatémicas de la cera epicuticular {oliar, los estomas y de
las células epidermales, parecidas a las que se producen en [a aclimatacidn de
invernaderos gue cultivan plantas (Capellades et al., 1990, citado por Colon et al,, 1996),

%.3.1 Cambios fisioligicos

Semin Colén y Rodrguez {1996) las viroplantas pueden desarrollar v mostrar cambios
fisiclégicos que le permiten lolerar condiciones adversas de deficiencias de humedad, A
continuacion se prosentan algunos aspectos de los procesos fisiolagices afectados por una
disminuckin en [z humedad al transplantar las vitroplantas al invernaderao:

2.3.1.1 Cera epicaticular de la hoja. Nomalmente las vitroplantas sufren de una
pérdida excesiva de agua; esta candicidén se relaciona con Ja falia de cera epicuticular
ademas de que los estomas aun no estan fmcionando con normalidad. Eventualmente, las
plantas van desarrollando una cuticula groesa o cerosa que reduce las pérdidas de agus,

2,3.1.2 Ajuste osmético, Debido a que luy vitroplantas no son autosuficientes en
condiciones iz wiro, tienden a perder agua y por o tanto plerden turgencia al momenlo
de trasladarlas al invermadere. Es importames mantener la furgencia de las plantas, ya que
e esencial para el alargamiento celular y para el crecimdento, Cuando la planiy es
autosuficiente puwde hidrolizar compuesios insolubles {almidon) a eompuestos solubles
{amicares) y de esta manera hace que el potenelal hidrico de la savia sea mas negativo
{Colén y Rodriguez, 1996) y se mantengs la turgencia,




2.3.1.3 Comportamiento de los estomas. El potencial hidneo, al cual responden los
estomas, estd afectado por una variedad de factores entre los cuales estan la edad de la
planta, Tas condiciones de crecimiento, la ubicacién de la hoja y los antecedentes de
influencia hidrica de la planta.

Las vitroplantas al salir del laboratorio o tignen un estoma funcional por o que pierden
agua con facilidad, sicndo necesario Introducirias en un ambiente con alta humedad
relativa cama lo es un invernadero.

2.3.1.1 Fotosintesis. Mormalmente las plantas /i vitro requieren de una fuente externa de
emergia ya que son heterotroficas, no fotosintetizan por lo tanto no son autosuficientes
(Colén v Rodriguez, 1996). Luege de aproximadamente diez dias posteriores al
transplante, 1as vitroplantas inician normalmente sus procesos fotosinteticos.

23.2 Cambios anatimicos

2.3.2.1 Heja. Segiin Coldn y Rodriguez {1996): “la apariencia y anatomia de las hojas
tipicas reflejan su capacidad para el intercambio gascoso v la absorcidn de la radigeidn,
Una estrucnira que absorba Ja radiacion necesita ser ancha y delgada, y orentarse en
ingulos rectos hacia la fuente de radiacion para aleanzar su méxima eficiencia, Del
mismo modo, para €l intercambio de gases eficiente se requiere una liming delzada que
offezca el maximo drea follar por vunidad de peso. Sin embarge, un intercambiador de
zases gue es eficaz es también un evaporador eficiente, por lo cual una estructura en
forma de hoja sin ninguna cubierta protectora se secaria rapidamente, Lu epidermis con
su cuticula protege a la hoja de [a deshidrutacion, pero también reduce ef imercambio
2aee0s0 4 niveles muy hajos™,

El ohjetive de la achmatacidn es obtener el mayor nmiimero de plantas aclimatadas lo mas
ternprano posible. Las vitroplantas, luego de ser aclimatadas va cstén en la capacidad de
orientarse haciu la fuente de oz para alcanzar su oeixima eficiencia

Segtin Coldn vy Rodriguez (1996} las hojas se adaptan de diversas maneras & condiciones
ambieniales pardculares, por lo cual en plamas normales se pueden producir amplius
varjaciones. En cuante a las vitrohojas este proceso es mis complicado debido a las
condiciones de alta humedad relativa ¢n gue se encontraba 2 planta en el interior del tubo
de ensayo, Como va se menciond, las hojas producidas iz viire no tienen eslomas
funcionales perg a maveés del dempo estos se van modificando hasta flegar a ser
funcionales. Las medificaciones incluyen una diversidad de mecanismos que reducen Ia
perdida de agua en las plantas tales como pelos superficiales, estormas hundidos, eapa
cerosa, ete,




333 Intensidad lwminien

Mientras estd en condiciones iz vifry [a actividad fotosintética no es necesarla va que la
plarta ticoe todos sus putrientes del medio de crecimiente (Hurtado y Merino, 1987}, Al
trasladar las vitroplamas al invernadero se establece la actividad fotosintética por lo que
la intensidad luminica debe ser incrementada gradualmente. Este ineremento debe ser
eradual ya que ya que una exposicion directa al sol resulta en un estrés tan fuerte que la
planta no sobreviviria a este cambio.

2.3.4 Humedad

Seghn Hurtads y Merina {1937} la planta dentro del tubo de ensayo se encucntra bajo
condiciones de estedlidad y de alta humeded relativa {98-99.5%). Es posible reducir
eradualments la humedad relativa dentro del contenedor eliminande la cinta de parafilm
upars cinee dias antes del transplante al suelo; esto dard a la vitroplanta mayor tolerancia a
la baja humedad relativa del medio ambiente y se facilitard su posterior adaptacion a
condiciones autotrofas. Bl objetivo final es inducir a que las vitroplantas puedan regular
adecuadamente sus procesos de absorcifn, translecacidn y transpiracion de agua.

El porcentaje de humedad relativa en el invernadero es imporiante parz el éxjto en la
aclimatacién de las plantulas, Por lo coal el maptenimisnto de una elevada humedad
relativa {80 al 100%) durante dos a tres semanas posterior al transplante sirve para
proteger la plants de [a desecacidn y permitir que Imicie nuevas ratces ¥ brotes (Hartmann
v Kester, 1997).

Adin cugndo Jos procesos de aclimatacidn sean bien realizados, la sobrevivencia de las
plantas en el transplante puede ser baja debido 2 [a inhabilidad de las planas de retener
agra en sus tejidos {Grout y Aston, 1978, eitado por Colon et al., 1996).

2,35 Temperatury

La temperatura adecuada parz la aclimatacidn en el invernaderc es de 20 g 35 °C.
Temperafuras mayores a esia causan dafios por desldratucion siendo necesario tener una
adecnada ventilacion {Usuli et al., 1998).

34 ANTECEDENTES EN LA UTILIZACION DE ACD0 ABSCISICO {ABA)

Segin Colén y FRodriguez (1996) el acido abscisico (ABA} se utiliza para reducir las
1asas de crecimiento y para moderar los efectos de las citocininas y auxinas.

El ABA se le conoce cominmente come una fitchormona de estrés que se sintetizg a
partir de] dcido mavaldnico ¢n hojas maduras como respuesta al estrés hidrico. Ademds
las semillas son una fuente rcas en ABA (Colén y Redriguez, 1996).




Hsta fitohormona se transporta desde las hojas a otros puatos de crecimiento a través del
Noema, Ademis existe clerta evidencia de que puede circular a las raices y luego regresar
a las hojas a trayés del xilema {Colén y Rodrignez, 1996).

2.4.1 Efectos

Semin Calon y Rodriguez (1996) los efectos que posee el ABA son los siguientes;

1. Un estrés hidrico cause aumemto en ABA y esto resulta en el cierre del poro
estomatal,

El ABA estimula el transporte de fotoasimilados hacia las semillas en desarmollo.
Fl ABA induce Ia sintesis de proteinas de almacenamiento en semillas,
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La inicfacidn de cambios similares en patrones evoluciomarios de las hojas luego del
tratamiento de acide abscisico (ABA) /i vive (Zeevaart y Creelman, 1988, ecitado por
Colon et al., 1996) e in virro (Jarret y Gawel, 1991; Kane y Albert, 1989, citado por
Colém et al., 1996) sugieren un posible rol de desarroile interno de ABA en el proceso de
uolimatacion,

Exn un previo estudio, Coldn et al. (1990) reportd que plinmilas de Arborde arbumifolia
(Rosaceae) cultivadas fir viro en la presenca de ABA, produjeron bojas con rasgos
morfoldgicos  y amatdmices similares a aquéllos producidos por plantas crecidas y
desarrolladas directamente en invernaderos,

Segdn Coldn et al. (1996} posiblemente una suplementacidn media con ABA en la fase
Il puede servir come un tratammiento /n viro de pre-endurecimiento para inducir
desarrollos y cambios fisiclégicos prematuramente, los cuales disminuyen la pérdida de
agua, incrementan la capacidad fotosintéica y asl incrementan la habilidad de Ia
vitroplanta para sobrevivir en un ambiente ex vitro.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 DESCRIPCION GEOGRAFICA

El esmdio se llevd a cabo en los Departamentes de Horculwra y Agronomda de la
Escueln Agricola Panamericana, Bl Zamorano, ubicada en et Xm, 30 de Tegucigalpa, en
el valle del rio Yeguare, en &l Departamento de Francisco Morazan, Honduras, durante el
periodo de marzo a diclembre de 1999,

3.2 CARACTERISTICAS DEL AREA PE ESTUDIO

El sitio de [a investigacién se encuentra @ una altura de 800 msnm, con una estacidn
Huvigsa camprendida de mayo a octubre v una estacion seca de noviembre a abril, La
temperatura oscila de 20-24°C respectivamente y con una mtensidad de luz promedio,
durante ¢ dia, de 7,000 a 10,000 pies candela.

33 SELECCION DEL SITIO

El sitio seleccionado fite ¢l Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacidn,
juntamente con sus ilovernaderos de aclimatacion ubicados en el Departamento de
Agronomiz, v los invemaderos del Departamento de Horncultura ubicados en la Seccidn
de Propagacionm de Plantas.

34 ESTABLECIMIENTO DEL EXPERIMENTO
341 Parte I

L& primera parte de esta investigacion se Hevd a cabo en el Departamento de Horticullura
y consistid en ¢l transplante del helecho Mephrolepls exalicia cv. Bostonlensis a un
invernadere de vidrio, bajo un sistema de riego por nebulizacién automatizado por un
reloi eléctrico que se puede calibrar. El reloj fue celibrade para gque cl sistema de
nebulizacion se encendiera a las seis de la mafiana y se apasury u las sels de la tarde, El
intervalo de riego fue de 20 seoundos cada seis minutos durante el periodo de 12 horas
durame el diz que se mantuvo encendido ¢l sistema

El sistema sc apagé a las seis de la tarde debido a que durante la noche la temperatura
bajz en ¢l invernadero reduciendose la tasa de trapspiracién por parte de la planta.
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También al reducirse ¢l exceso de agua que reciben las plantas se redoee Ja p_rérdida por
pudricidn en las raices v la contaminacién por hongos. El trangplante se realizé el 7 de
abril de 1999,

En este experimento se probaron diferentes substratos con el propésito de determinar el
mejor para aclimatacion. Para realizar la prueba se wtilizd el modelo estadistico Discrio
Completo al Azar (DCA) ya que no se visualizd ninguna gradiente que alectara los
tratamientos. El modelo constd de cinco tratamientos y cinco repeticiones, Cada unidad
experimental tenia un totel de cinco plantas, Los tratamientos a wtilizarse fueron los
sicientes;

Compost.

{ompost ¥ arcnd.
Caorteza de coco.
Corteza de coco y arend.
Fibra de coco,

L B

Las variables tomadas foeron: al momento del transplante s& comié el namero de raices
inicial v al momento de la eosecha se comtd el ndmero de rafces final, brotes nueves y
estolones,

En el anexo 1 se ilustra ¢l protocole utilizado en el laboratono de Coltive de Tejidos v
Micropropagacidn de Zamorano para lx propagacién i vigro de las vitroplantas de
helecho M. Eraltaia cv. Bostoniensis que se utilizaron en esta investipacidn, En el anexo
2 se presenta la formulaciGn base de Murashige v Skoog que se utilizd en la preparacidn
de los medios de cultivo utilizados para las diferentes elapas en la micropropagacion de
helecho, Ll anexo 3 ilustra las formulaciones utilizadas en la preparacidn de las diferentes
concentrgcionss de las scluciones madre de sales minecrales MS que se utilizaren en la
preparacién de los medios de crecimiento,

Una vez finalizado el experimento se procedid a tabular los datos v analizarlos en el
programa estadistico MSTAT-L desarrollado en la Umversidad de Michigan,

3.4.1.1 Preparacién 7 esterilizacion de los substratos. Los subsiratos de erecimiento
(compost, corteza de ecco, fibra de coce ¥ arena) se empacaron en paguetes de papel!
manila y se infrodyjeron eo un aoclave a una temperatura de 120 °C durante 15 minutos
con ¢! fin de esterilizar los medios. Luego se prepararon cuatro bandejas de 50 celdas, en
los cuales se colocd las diferentes substratos de erecimiento con el objetivo de observar
en cual se adaptaban mejor las vitroplantas, Seguidamente se procedid a preparar las dos
mezclas de medios que se utilizarian también como subsirates vy que consistieron en unz
mezcia de composi mas arena v corteza de coco mis arena, ambos en una relacion de
volumen de uno a uno {50:50). Las bandejas que se utilizaron fueron de polistyreno, Pro
Trays™ de 50 ceidas, con una profindidad de 2 1/4 pulgadas de profundidad (Hummert
International, 17,5, A.),
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3.4.1.2 Distribucifn y lenade de bandefas. Una vez esterilizados los substratos a
utilizar se procedio a introdueirlos en las bandejas, en cada una de las celdas. Previo a la
introduccion de Jos nismos se humedecieron con el fin de facilitar la mezela mecanica da
los substratos (compost mAs arenz y corteza de coco mAs arena) y reducir el estrés de las
plantas por falta de agua.

La colocacion de los substratos en las bandejas se esquemariza en el cuadro 1. Tomando
la primrera bandeja de irquierda a derecha y escogiendo las primeras cinco celdas hacia
abajo se coloeo el compost (C). Luego saltando una fila se tome lzs siguienies cinco
celdas bacia abaio vy se coloco la corteza de coco (CC). Para el siguiente substrato se
valvié a sahar una fila v las siguientes cinco celdas hacia abajo se colaet ka fibra de cocn
(FC) yaasi se hizo con el resto de substraios compost mas arena (C+A) y la corteza mis
arema (CC+A) como se puede apreciar en cl coadro 1, Sucesivamente s2 altemno al azar
cada substrato en las restantes cusirg bandejas,

Cuudro 1. Distribucién de los cineo subsiratos en Ia baadeja tipo Pro Travs™

rCc ] lcc] | FC 1 [ceAl  [CCRAL |
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O
O
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O|0|1010| O

O|C|O100

QIOI00I0

01000 O]

Q1010100
O|0|010|0
O10010[0

Una vez colocados y humedecidos los subsmatos en las bandejas se procedid al
rransplante de los helechos, del tubo de ensayo (etapa [IT) a Jas bandefas. Para esto, se
procedio a dividir las plantulas del helecho Bostomiensis, das vitroplantas por cada tubo
en ensayo, se [avo el agar de la base de las plantas, v luego se procedid z sembrarlas en
las bandajas. En e] transplanie ve utilizo pinzas para extraer las plintulas y luego con un
bisturi se procedid a dividirlas por la mitad, Todo esie procedimiento se realizd bajo el
nebulizador en funcionamiento con el fin de reducir el estrés de las plamas v su posterior
pérdida de agua,

3.42 Parte 11

La segunda parte de este experimento se levd a cabo en el Departamento de Agronomia
y consistié en ¢l transplante del helecho Nepirolepis cordigera (helecho Cola de Quetzal}
a un microinvernadero de plistico utilizando el substrato {compost) que did mejores
resuitados en l2 primera pare de esta investigacion,
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El prophsito de esta segunda parte de la investigacidn fue expuner las vitroplantas a
diferentes tratamicntos de pre-aclimatacidn o endurecimiento durante [z etapa 1] antes de
su wapsplante al Inverpadera, Ademis de remover o dejar el parafilm antes del
transplante, se probaron diferentes dosis de la hormona dcido (ABA) y de sacarcsa para
determinar la dosls mas adecuada para el endurecimiento de los helechos. Todos estos
tratamientos se hicieron mientras lag vitroplantulas se encontraban en el tbo de ensaya.

Se wilizd ol medelo estadistico Bloques Completos al Azar (BCA) con un discho wiple
factonizl. Bl modelo constd de doce tratamientos {3 dosis de ABA x 2 dosis de sacarnsa x
2 niveles de parafilm} y einco repeticiones, cada unidad experimenta! tenia cinco plantas.
Para €] disefio triple factorial se analizé ires efectos prineipales con sus respectivas
combinaciones de los niveles de los faclores investigados. A continuacion se detallan los
efectos principales y sus interacciones:

Acido abscisico (0 mg/L, 2 mgfl v 4 mg/1).
Sacarosa (20 gL v 30 g/L)

Parafilm (remocidn vs. no remocidn),
ABA X Sacarosa.

Parafilm x Sacarosa.

ABA x parafilm

ABA x parafitm x Sacarosa

A ol e

Previo a fa siembra s hizo una distribucién al azur de los watamientos en la bandefa. A
gontinuacion se muestra los diferentes tratamientos individuales;

0 me/l ABA, 30 /L. Sacarosa, con ¢l parafilm.
0 me/l ABA, 30 g/LL Sacarosa, sin el parafilm.
0 mgft ABA, 20 g/L. Sacarosa, con ¢l parafilm.
0 mg/l ABA, 20 g/ Sacarpsa, sin el parafilm,
2 mg/l ABA, 30 g/L Sacaross, con el parallim.
2 mgl ABA, 30 &/L Sacarosa, sin el parafilm,
2 mg/l ABA, 20 /L Sacarosa, con el parafilm.
2mgfl ABA, 20 2/L. Sacarosa, sin el parafilm.
4 mp/fi ABA, 30 g/LL Sacaross, con el parafilm,
I{J 4 mg/l ABA, 30 g/LL Sacarpsa, sin el parafilm.
1. A me/l ABA, 20 o/l Sacarpsa con el parafilm
12. 4 mgfl ABA, 20 /L Sacarosa, sin el parafilm.

WS s LW~

T.as vaniables a medirse al momento del transplante fucron 2] peso fresco inicial (PFD v
ntimero de raices inicial (NRI); v a la cosecha la supervivenela (S), ¢l paso fresco final
(PEF), mimero de brotes final {NBF} y nimero de raices final {NRF) (Anexo 4),

Una vez finalizado el experimento se procedid de jgual manera & tabular los datos y
analizarlos en programa estadistico MSTAT.L,
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3.4.2.1 Procedimiento wtilizade para la transferencia de las vitroplantas de ctapa H
a etapa I en el laberaterio. Las vitroplantas unlizadas en la segunda parte de esta
investgacidén fueron obtenidas de previa iooculacidn de ctapa IT a stapa 1l en 2l
laboratorio. Para poder realizar esta inoculacidn se prepard primeramente un medio de
cultivo etapa I como apareee oo el anexo 1 ¥ que es una modificacién de! medio basico
de Murashige y Skoog. Este medio fue orginalmente desarrollade para cultivos de
1ejidos de tabaco pero han sido ulilizado en muchas ofras especies con wuy buenos
resultados. S¢ utiliza en la iniciacidn de coultivos de helechos, en la preparacién de las
plartas obtenidas &z virro para su transplante,

Se prepard medio lquido y se utilizaron 360 tubos de ensayo de 15 x 150 mm. que fueron
previamente identificados segin el tratamiento ¥ preparados con puenies de papel filtro.
El medio de crecimiento se prepard con diferentes dosis de dcido abscisico (0 mg/l, 2
mg/l v 4 mlfl) y Sacarosa (20 g1 v 30 g1} dependiendo del tratamiento,

Despuds de ajustar el pH a 5.3, se procedid a dispensar el medio de cultivo para
enraizarmentc en los contenedores, a razdn de 10 ml por contenedor, y segmdamente se
esterilizd el medio en el autoclave durante 20 minutos a2 121°C y 15 psi de presién, Una
vez enfriado el medie se procedio a la transferencis de las vitroplantas en una cdmara de
flujo laminar, Este transplante se realizé el 20 de julio de 1959,

Despuds de once semanas se procedic al movimiento de las vitroplantas a etapa 1V ¥ la
siembra en bandejas (8 de octubre de 1999), Previo s la siembra, cineo dias antes, se
retird ¢ parafilm de los tratamientos a los que se les debia remover el parafilm antes de la
transferencia. Como ya se menciond anteformente, las plantas dentro del tubo de ensayo
s& encuentran bajo condiciones de estenlidad v de alta humedad relativa, Esta humedad
relativa se puede Ir gradualmente reduciendo al remover ¢l parafilm unos cineo dias antes
del transplante &l suelo. La remocién de Ia ¢iota de parafilm dard potencialmente a la
planta mayor tolerancia a la baja humedad relativa del medic amblente v Ie facilitard su
posterior adaptacion a condiciones autdtrofas, donde tendrd que regular adecuadamente
sus procesos de absorcion, traslocacion y transpiracion de agua,

A diferencia de Ia siembra pasada (Parte 1} que se realizd bajo un sistema de
nebulizacion, en esta scgunda parte del experimento se modificd las condiciones de
stembra realizindola al aire libre pero asperjando constantemente las plantas para cyitar
la acelerada deshidratacion. Una vez sembradas las bandejas, dsias se introdigeron en los
anicreinvernaderos. Este sistema de microinvernaderos es el sistems tradicional que se
utiliza actuglmente en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos v Micropropagacién del
Departamento de Agronomia,

3.4.22 Esterilizacidn del substrate utilizadoe en el invernadere. En cuanio a la
esteriiizacion del substrato se procedid de igual mapera que en Ja parte I Se empact el
misme en paguetes de papel manila, Luege estos paquetes se introdujeron en un
autoclave a una temperatura de 120 °C durante 15 minutos con el fin de esierilizar los
medios para evitar cualquier pérdida por bacterias.
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3.4.23 Construccidn de microinyvernaderos. Para la  construceion de  los
microinvernaderos se cortaron tablas de madera de 56 em por 30 cm, A estas tablas se les
hicieron ires perforaciones en cada exreme z lo largo de la tabla con taladro, procurendo
no ayavesar toda 1z tabla, con el fin de colocar arcos de alambre numero 3.

Daspués de haber introducide las bandejas ya sembradas eom los diferentes tratamientos,
se prosiguid a cubrir el microinvernadere con una bolsa plistica y se sello amarrando [a
mismz al (rente con un alambre de cobre emplasticado. Una ver sellados, los
microinvernaderos se trasladaron 4 un Invernadero cublerto con sardn que retiene el 60%
de 1z luz que entra.

Una vez trasladados y sellados los microinvernaderos, se procedid a regar ung vez por
semang con el fin de evitar la pérdida de la humedad relativa Esto se realizaba con una
botella aspersora que emitia el agua en forma de nebulizacidn. Los microinvernaderos se
abrizn lo menos posible con el fin de que no escapara la humedad de los mismos y
nuevamente se volvia a sellar los microinvernaderos después det riego,



4, RESULTABOQS Y BESCUSION

4,1 PARTE 1

En esta primera fase se evalud el electo de cinco substrates. Los resultados se detallan a
continuacion.

4,11 Wimerg de estolones

Como podemos apreciar en el cuadro 2, el mejor substrato resultd ser €l compost ya que
produjo la mayor cantidad de estulones promedio por plamta {4.0). Aunque no tuvo
diferencia significativa estadisticamente con ¢l substrate de compost mas arena, el
compost Hene la caracteristica de inducir mayor cantidad de estolones, Estos resultados
sngderen que el helecho necesita de un alto contenido de nutrientes para desarrollar mayor
eantidad de estolones, ya que comparando con los substratos que utilizaron arena,
cortezy v fibra, estos no tienen una disponibilidad de nutrientes adecnada, s& observo
menor cantidad de esiolones en estos dliimos,

Los tratamientos de compost con arena, corfeza con arena y corteza solamente, no
tuvieron difereneias significativas y el resultado fue un nimero menor de estolones
promedio por planla gue al usar salamente compost. Ll tratamiento en el gue se obtuvo
menor nimero de estolones fue en el que se urilizé fibra como substrato {1.2 ), vaque la
fibra lo {nico que puede mejorar es la propiedad Hsica del medin, pero no las propiedades
quimicas, por lo lanlo no contribuyb & mejorar las condiclones para las vitroplantas. La
misma sitnacion se observd con el uso de corteza y cortera mas arena, mismos que no
tuvieron diferencias significativas comparados con 1a fibra.

Se gbservd asf mismo, que las vitroplantas puestas en compost como substrato, no solo
Tenian mayor namerc de estolones si no que tembién eran de tamafio superor a las
transplantadas en Jos demds substratos. Esto concuerda com los resultados del andlisis
estadistico y con la necesidad de nutrientes por parte de [as vitroplantas transplantadag,

4.1.2 Ndmero de brotes

€l nfimero de brotes fue muy similar y estadisticamente no hubo diferencias significativas
entre los cince tratamientos (Cuadro 2), Estos resullados sugieren  que,
independientemente que usemos cuaiquiera de los cinco substratos, &l namero de brotes

va & ger igual.
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4.1.3 Namcero de rafces

£n el cuadro 2. Se puede apreciar que numérica » visualmente ef mejor substrato fue fa
fibra (5.0 raices promedio por planta), seguido de la combinacion de corteza con arena
(4.9 raices promedic por planta). La formacién y desarrollo de rafecs fie superior en
estos medios debido a que cuentan com mejores caracteristicas fisicas, como sen
porosidad, aireacién v soltura.

Aunque los resultados en el analisis estadisteo nos indican que no hmbo diferencias
significativas entre los cinco tratamientos, esto se pudo deber al hecho de que poder
[lavar a caba el conteo de raices v estandarizar la forma de hacer el conteo fue bustanie
complicado, Algunas plantas presentaban raices muy entrslazadas y enredadas; asi
mismo, diferenciar entre raices principales y secundarias en varias plamas fue algo
confuse, y per consiguiente se obiuve una alta vartabilidad entre datos,

Coadro 2.Nimero de sstolones, brotes y rafces emitidos lueas de probar cinco tipos de
substratos en la aclimatacién de Nephroleply exaltma ov. Bostomensis, El Zamagrann,
Hondras 1999,

Tratamientos Niimery de Nimero de Nimers de
Estolones Brotes Ralces
Compost 4.0a 20a 36a*
Cotopost + Aring 28ah 22a 372
Corteza + Arcna 25be I1.9a 49a
Corteza 24 be 2.1a 3da
Fibra lZa 162 504

Loe ralores scpuldos con 1a misma fetr e dillaren siguificativiamente sey in Ia proeba Dunean (P <0033,

4.2 PARTE 11

En esta segundas parte del experimento se evaluaron tres dosis de la hormeona acide
abscicico (ABA) como pre-endurecedor en la aclimatacidn de los helechos, ef uso de dos
dosis de sacarosa ¥ la remocifm ¥ no remocion de parafilm cinco dias antes del
transplante al invernadero, con sus respectivas Interacciones,

4.2.1 Ganancia de peso

Los resultados se pueden apreciar en ¢l cuadro 3 donde se analizaron los efectos
principales con sus respectivas interacciones, Para la ganancia promedio de peso por
planta, se encontrd diferencia significativa en la utliizacion de ABA en el medio para =]
endurecimiento de lag vitroplantas,

Independiente de Ios obros factores analizados, el iratamiento con ABA que mejor
resuliado dié fue la dosis de 2 mg/l en el que se cuantificd una manapcia de peso
promedic de 0,74 £ 0,06 wiplanta (cuadro 6, anexo 5 ).
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Con respecio al uso de la sacarosa, independiente de los otros factores, se observd una
mayor ganancia de peso ctando se utilizd 30 g/l {0.65 £ 0.05 g/planta) que cuando se
utiliz6 20 g1 (0.58 £ 0.05 g/planta) aunque esta diferencia no fue significativa (cuadro
3). Esta tendencia en la respuesta de las plamas a los diferentes niveles de sacarosa se
puede observar en el cuadro 6 v ¢l anexo 5.

Con respecto 8 la remocidn ¥ no remocion de parafilm, independienie de los olros
factores, se observd im leve incremento no significativo en la ganancia de peso cuando se
removid el parafilm (.64 + 0.05 g/planta) {ceadro 6, anexa 5) que cuando no se removid
el migmo {0.39 & 0.03 g/planta} {cuadro 6, anexo 5} cinco dias antes del transplante.

Las diferentes interacciones no fueron estadistcamente significativas como se puede
observar en el cuadro 3. Aunque en las grificas del anexo 8 se puede observar la
tendencia hacia la ganancia de peso usando 2 me/l de ABA conjuntamente con 30 gfl de
sacarosa, usande 2 moyl de ABA con remocién de parafilm, y usando 30 g/ de sacarosa
con remocton de parafiim,

Esto concuerda con lo encontrado por Coldn en un estudio sobre lfos efectos del ABA, en
la cspecie Arbomia arbuniffvlia, donde menciona que una suplementacién media con
ABA en la fase Il de micropropagacion puede scrvir como un tratarmento 77 Vitrg de
pre-cndurecimiento.

Cuadro 3. Andlisis de varianza sobre la ganancia de peso promedio por planta en Ix
aclimatacian de Nepfirolepis cordigera como respucsta 4 la remocion y no remocifn de
parafilm cinco diay uotes del transplante, ¥ a distintas dosis de ABA y sacarpsa en la etapa
T de pre-transplante, El Zamerano, Hondaray 1999,

Fucente de variacido =L Suma de Cuadrado Prucha | Prob.
cuadrudos media T
Blogue 4 2.890405 0,72601 11,07 0,000
AR 2 1.11195 0,55558 343 0.001*
Sacarpsa 1 007322 0.07322 1,12 0,296
Parahlm 1 0.02791 002701 .43 0.518
ABA x Sacargsa 2 13081 022040 1,38 0,283
ABA x parafilm 2 Q.613353 0.00676 0,18 0.902
Sacarosa x parafilm ] 0.00211 000211 0.03 0.838
ABRA x Sacarosa x Farafiim 2 35100 0,17555 2,68 0.080
Error A4 258573 006558
Total 58 T.35040

Valor significative con um oe<0,05

422 Namerg de hrotes

Aungue el euadro 4. muestra gue no hmiho diferencias sigrificativas entre usar ABA,
sacarosda ¥ remover v, no remover ¢ parafilm antes del transplante, para el niimera de
brotes se puede observar que hay una disminucidn en el nimero de brotes (1,5 + 0,42/
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planta) {cuadro 6, anexo 6) cuando wlilizamos 2 mg/l de ABA, y al contrario, hubo un
aumento en el nimero de broles al utilizar 30 g1 de sacarosa (2,13 £ 0.34 / planta } ¥
cuando se removid el paralilm {2.31 % 0.34/ planta ) {cuadro 6, anexo &).

La disminucion en €l mimero de brotes por el uso de ABA se pudo deber a que &8 Lok
hormona que reduce la lasa de crecimiento ya que €3 una fitohormona del estrés {Coldn et
al, 1996). Asi mismo el aumenio en nfnero de brotes debido al uso de 30 g/l de sacarosa
se pude deber a que la planta obtuvo mayor reservas de carbohidratos que le sirvieron
para formar mas brotes.

Cuadro 4. Andlisis de varianza sobre aiimero de brotes promedio por plantz en la
aclimatacién de Nephrofepis cordigers come respuesta a la remoeién y no remociin de
parafilm cinco dias antes del teaosploate, y a distintas dosis de ARA y sacarosa en lz etapa
I de pri-iransplante, El Zamorang, Honduras 1953,

Foente de variactio L Suma de Coadrado Prucha | Prob.
cuadrados medip F

Bloque 4 4.075 1.019 0,20 0.8383
ABA 2 2,200 4,600 1.31 0.251
Sacarosa 1 0.425 0.425 012 0.730
Parafilm 1 4,347 4.347 1,24 0.272
ABRA x Sacarasa 2 14,179 7050 202 0.145
ABA x parafilm 3 2.543 1272 0.36 0.699
Sacarosa x parafilm 1 0005 {.005 0.04 0,870
ABA x Sacarosn x Parafilm 2 1.823 {1.943 0,27 0766
Error 44 154715 313516

Total { 59 | 7.3504p | |

Valor significative con un < 0,03

4,23 Nimero de raices

Los resultados se pueden apreciar en el cuadro 5 donde de igual manera se esiudié Ja
infinencia de los varios factores principales {ABA, sacarosa, remocion vs. ng remocidn
de parafilm cineo dias antes del transplante) v sus interacciones en la variable nimero de
raices promediu por planta, Nuevamente 3e observd que el efecto principal responsable
cstadisticamente significativo fue el ABA a una dosis de 2 mg/l que resuhd en un
incremente significative de 4.82 & 0.39 raices promedio por planta {euadro 6, anexo 7}
comparado a lag dosis de 0 mg/l v 4 mg/l en los que se observd un nGmere de raices
promedio de 3.36 £0.39 v 3.30 £ 0,39 respectivamente {cuadro 6},

Aln cuando no se obtuvo diferencia significativa, existe una leve tendencia por parte de
l1 sacaresa, independientemente de los viros factores ostudiades, de aumentar el nimers
de raices promedio por planta cuando se wiiliza una dosis de 30 g (3.98 £ 0.32} (cuadro
b, antexo 7).

Por el contratio se observa que para ¢l parafilm, annque no hubo diferencia estadistica,
hay una tendencia de reducir el nimero de raices coando el parafilm fue removido antes




20

de €l transplante (cuadre 6, anexo 7). Hurtado y Merino (1957} mengicnan que al retirar
el parafilm 5 dias ames del transplante la vitroplanta comicnza su proceso de
aclimataciéon pero no discute acerca del procese de formacion de raices durante cste
periodo de aclimatacion,

En lo referente a las inleracciones no se ha encontrado diferencia significativa aunque
para ambas interacciones ABA-parafilm y ABA-sacaross, la dosis de 2 mg/l muestra una
tendencia de incrementar ¢l nimero de raices promedic por planta (anexo 10},

Cuadre 5. Anilisis de varionza sobre ¢l nOmere de raftes promedio por planta eo fa
aclimatarién de Nephrofepis cordigera como respuesia 2 la remocién ¥ no remocidn de
parafilm cinco dias antes del iransplante, ¥ a distintas dosis de ABA ¥ sacarosa en la etapa
10 de pre-transplante, El Zamorane, Honduras 19559,

Fuente de variacion GL Suma de Cuadrado Prueba Prob.
enadrados medio F
Blogue 4 186415 46,604 1330 0,000
ABA 3 6,331 13176 433 0.019*
Sacarosa 1 0300 306 017 0.636
Poarafilm 1 1.264 1.264 (.42 (.523
ABRA x Sacarpsa 2 1.634 3018 027 0,776
ABA x parafilm 2 10431 5.216 1.71 0,792
Sacarosa x parahlm 1 0,543 0.843 035 0.602
ABA 1 Spenross x Parafilm 2 21.5138 10.790 3.34 (0.037
Error 44 134,013 2.046
Total 59 383,040

*Valor sipnificative con un = Q.03

Cuadre 6. Yalores promedio vy desviacitnes estiindard para ganancia tle peso, nitmers de
brotes y numers de raices promedio por planta en la aclimatacion de Nephrolepis cordigera
coma respucstn 4 la remoaidn y 0o remoctdn de parafilm cinco dras antes del transplante, v

a distintas dosis de ABA y sacarosa en la ofapa 11T de pre-transplante, El Zamorang,

Honduray 1995,
Ganancia de  Peso |Nimero de Brotes MNitmers de  Raipes
(g}
Media Desv. Media Degv, Std hedia Desv, Sid
Sid
ABA
a 042 0.08 241 0.42 3.56 0.39
Z 0.74 0.0& 150 0.42 4,52 (.39
3 0,68 (.06 2.21 .42 3,30 0,39
Sacarosa
Al {_58 (.05 1,85 .34 3.80 032
30 0463 0.05 213 0.34 3.98 0.32
Parafilm
No remocion 0,50 0,05 1.77 .34 4,04 0,32
Remoridn Q.64 0.05 231 0,34 3.74 0.32
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5. CONCLUSIONES

Para la achmartacion del helecho Neplrolepis exalimia cv. Bostoniensis, hajo un
sisterna de riego por nebulizacin, el mejor substrate gue e recomiends es el compost
debido & su alto contenide de nutrientes,

Para achmatar las plantas es preferible utilizar los microinvernaderos, ya que
podemos controlar [a humedad v es més econdmico. Com ¢l sistema de nebulizacion,
si no s¢ maneja adecuadamente se corre el resgo de perder las plantas por hongos v
por pudrieitn de rajces, ademds de que es altamente costoso por su infraesaurctirs,

Para obtener una mayor ganancia de pesp y un mayor mimero de brotes en las
vitroplantas va aclimatadas de Nephrolepis cordigera, se debe ysar una dosis de 2
mg/l de ABA. Con esta dosis hay cambios apatdmicos y fisiologicos en Ja vitroplanta
que aumentan la supervivencia de lag planias en el proceso de aclimartacian,

En el proceso de cndurccimiento de vitroplamtas de Nephrofepis cordigera,
incremertar las dosis de sacarosa de 20 a 30 g/ en el medio de cultive crapa ITI no
tiene ningin efecto significative eu la panancia de peso, ni en ¢ nitmero de brotes v
raices promedio obtenidos por planta.

En el proceso de endurecimiente de vitroplantas de Nephrofepls cordigera, la
remocion de parafilm cinco dias antes del transplante al invernadero, no tiene ningiin
efecto sigmificativo en la ganancia de peso, ni en el nimero de brotes v rafces
promedio obtenidos por planta,



& RECOMENDACIONES

. Realizar nuevamente ensayos con la eliminacion del paafilm en los tubos de eusaya,
para verificar st realmente hay algin efecto significativo de esta prictica en ¢l
endurecimiento de las vitroplantas antes de su transplante al invernadero. Para
comprobar su funcionalidad se sugiere trabajar con diferentes especies,

. Contipuar investigando sobre la influencia de diferentes tipos de substratos v mezclas
en la aclimatacion de los helechos bajo diferentes sitemsas.

. Realizar nna investigacidén usando el micreurvernadero v una estroctura shieria con
diferentes dosis de ABA para determinar la supervivencia de las vitroplantas,

. Continuar con € estudic levando [as plantas 2 un estado de desarrollo comercial v
comparar kos costos de produceidn,

. Probar la aclimatacién de helechos en un sigtema de finel, pintando el pidstico con

pimtura blanca para evitar la penetracidn de rayos solares v controlar més los factores
ambientales como la bumedad relativa especialmente,
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8. ANEXOS

Anexo 1. Protecole v medios de erecimiento utilizados an Ias  diferentes etapas de
micrepropagacidn para Neghrodepis cordigera (heleche Colu de Quetzal) ¥
Nephrofepis exaltma cv, Dostoniensis (helecho Bostoniensis) en el laboratorto de
Cultivo de Tejidos ¥ Micropropagacién, El Zamorano, Honduras.

Preparacion ¥ desinfeccion de explanies

Para la siembra en etapa 1 se utlizan secciones de estelon en crecimiento activo
provenientes de plantas sanas, En la preparacion de los estolones se siguen los siguientes
pasos;

1.

2,

Inmediatamente después de su cosecha, los estolones sc deben lavar cuidadosamente
en el laboratorio con abundante agua y Jabdn liquido para remover rastras ds polve.,
Seguidamente los estolones se secclonan en segmentos de aproximadamente 2 cm y
se colocan en enjuaguc directamente bajo el chorro de agua de Ja llave durame 15
minulos

Luego de este enjuague se recortan ambos extremos de cada sepmento dejando
segmentos de aproximadamente 1.5 cm,

Los segmentos se leven a un enjuague en solucidn antoxidante durante 15 minutos,
La solucién antloxidante se preparara con 100 mg/] de dcido asedrbico y 150 mg/l de
acido citrico.

Para desinfeccion superficial de los explantes se utiliza una solucidn desinfectanie a
base de NaDCl l 20% v/v {(Chlorox al 5.25% 1.a.} durante 15 minutos con agacién
frecuente, mas tres potas de Tween 30 por cada 100 ml de solucidn,

A nivel de la chmara de flujo [antinar se procede a hacer dos emuagues de 5 minutos
cada uno con apua destilada estéril,

Finalmente se recortan los extremos que estuvieron en contacto con el cloro ¥ se
procede ala slembra,



Etapa I {Establecimients)

[
(]|

Nota:z utilizzr medio s6hido o liquido.

Componentes 1 Litro
Maeroelementos 100 m] {soluciém madre 10w)
Microelementos 1 ml {solucion madre 1000x)
Hierro 3 ml (sehucidn madre 200x)
Inositol 100

Tiarmma 0.4 mg

Hinetina 1.0 mg

ANA 0,1 mg

Phytagel 3758

Sacarosa 30g

PH= 5.7

Fueatie: Protocole desarrollade 2o Laberatorio de Cnltivo de Tejides y

Micropropagacidn, El Zamorano, Honduaras,

Etapa IT (dMultiplicacidn}

Wota: utilizar medio solido o [iquido,

Comporentes 1 Litro
Macroslementos 100 mt {zolucién madre 10x)
Microelementos 1 m! (solucion madre 1000x)
Hiermo 5 ml (zolucién madre 200x)
In ositol 100 mg

WaHzPO4 H20 225 mg

Kinetina 2.0 me

ANA 0.1 my

Tiamira G4 mg

Phytagel 375

Sacarosa i0g

pH=35.7

Fuenie: Jomer, IN, 1951, Foliage Plant Producticn,

Etapa ITI {Enraizamiento)
ot utilizar medio sdlido o liquida.

Componenics 1 Liirg
iacroelementos 100 mi (solucion madres 10%)
Mictoelementos 1 ml {zoluecidn madre 1000x)
Hierro 1 m! {solucién madre Z00x)
Inositol 100 mg

Acide Nicotinico 0.5 mp

Piridoxina 0.5 mp

Tiamma 0.4 mez

ANA 0.1 mg

Sacarnsg 20

Phytagel 3.75

pH= 5.7

Frnente: Institute Nacional de Aprendizaje, 1994, Propagacion Clonal
vegeiales en el labaratorio del INA. San José, Costa Rica

int vitro de diferentes especies




Anexo 2. Formulacién Bisica de sales minerales y complementos orgdnicos de
~nrashige y Skoog (MS)

Fuente: Murashige, T. y F. Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and hioassays with

tobacco Hissue cultures, Plrpstologio Plantarum 15:473-497

Componentes I Litre Conrponentes 1 Lifro
Macroelementos mg/l Vitamninas mgfl
KNC2 1500 Inositol 100
NH4NO3 1650 Acido Nicotinico 0.5
Callz 2H 20 440 Pindoxina 0.5
MgSO04. 7H20 370 Tiamina 0.4
KHePQa 170

Nicroelemenlos mgfl

HaBGa 6.2

MnSCs. H20 16.8

ZnS04.7H20 8.5

KI 0.83

NamMo(Cs.2H20 025

CuSQs,5H0 0.025

CoCl.6H20 0.0325

Hierro mg/]

FeNa:EDTA 10




Anevo 3. Soluciones madre de sales minerales de dlucashige y Skoog (MS) utilizadss
en la preparacién de los medios de crecimiento pars las diferentes etapns en iz
micropropagacién de los helechos Nephrolepis. exvaltata cv. Bostoniensis ¥ N
cordigera,

Solucién Madre de Macronuotrientes (10x)
Utilizar 100 ml por litrs de medin de crecimiento

Compouentes 1 Litro
dacroelementos mg/l
KNO=s 18,00
NHaNOs 16.80
CaCiz ,2H 20 4.40
MgSCa.7H20 3.70
KH2P (4 1.70

Fuente: Laboratorio de Cultivo de Tefidos y Micropropagacidn, El Zamorane Honduras

Solueifm Madre de Micronutrientes {1000x)
Udlizar 1 m! por litro de medio de erecimiente

Mirroclementos mafi
HzBOs 6.2
MnS0a4.H20 16.8
ZnS047Hz0 8.6
Kl 0.83
NaMoQa.2H20 025
CuSC4 5H20 0.025
CoClz.6H20 0.025

Fuente: Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion, E] Zamorano Honduras

Solucidn hadre de Hierro {200x)
Utilizar S ml por litro de mmedio de crecimients
Hierro mg/l
FeMazEDTA 10

Fuente: Laboratorio de Cultivo de Tefidos v Micropropagacion, El
Zamorano Honduras
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Anexo 4. Datos recolectados en Ia transferencia de efapa HI a etapa IV de
vitropiantas de Nephrolepis cordigeru {helecho cola de quetzal) como respuesta a Ia
remocién ¥ no remecién de parafilm cince dias antes del iransplante, y 2 distintas
dosis de ABA v sacarosa en la ctapa I de pre-transplante, El Zamorans, Honduaras
1999,

Ganancia de Nimero Namero
Repet.| ABA jSacarosa| Parafilm Peso pru::z f;: de pro:a?:: de
{g/planta) fplanta Iplanta
1 { 36 1 1.10 2.8 3.2
1 {0 3G 0 027 3.0 2.8
1 0 20 1 0.64 0.0 4.0
1 0 20 0 .33 0.8 38
1 2 30 1 1.368 0.4 4.8
1 2 30 [l 1,02 0.0 4.5
1 2 20 1 0.88 0.0 2.6
1 2 20 0 1.24 2.8 5.0
1 4 20 1 0.57 9,4 0.8
1 4 30 g 1.17 3.6 58
-1 4 20 1 1.50 6.7 42
1 4 20 0 0,80 0.0 28
2 O 30 1 .49 22 3.6
2 4 30 0 0.85 4,2 28
2 ) 20 4 0,23 1.6 38
2 b 20 0 0.42 2.0 10.6
2 2 30 1 1.88 3.8 14.4
2 2 30 0 1.21 0.0 8.0
2 2 - 20 1 0.21 45 12.0
2 2 Z2{ {0 0.84 0.2 6.4
p 4 30 L 0.55 1.4 5.8
2 4 30 { 0.96 a8 52
2 4 20 1 (.55 1.0 46
2 4 20 0 0.68 2.8 2.8
3 0 20 i (.00 4.2 38
3 b 30 3 037 2.2 42
3 4] 20 1 0.24 3.2 4.4
3 O 20 0 G.21 2.2 3.2
3 Z 30 1 0.25 0.4 4.5
3 2 30 1 0,18 0.0 2.8
3 2 20 1 0.20. 0.8 2.4
3 2 20 { 0.43 1.4 50
3 4 30 1 .86 1.8 3.0
3 &4 30 0 043 .G 5.0
3 4 20 1 0.77 1.5 386
3 4 20 O 3.35 1.4 3.0
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Repet,

ABA

Sacarosa

Farafilm

Ganarncia de
Peso

Ndmero
promedio de

Ndimero
promedio de

{gfplanta) |brotes /plantajmmices fplanta
4 0 30 1 0.52 3.0 1.6
4 0 30 0 0,10 0.6 1.6
4 0 20 1 .17 3.0 1.0
4 0 20 9] .29 2.8 1.6
& 2 30 1 0.76 0.4 3.0
4 2 30 0 0,25 0.4 3.4
4 2 20 1 (.48 2.6 1.2
4 2 20 0 .23 2.2 3.2
4 4 30 1 0.10 1.0 1.0
4 4 30 0 0.73 2.4 2.6
4 4 20 1 (.52 4.0 1.5
4 4 20 0 0,34 1.2 2,2
5 o] 30 1 0.51 2.6 1.6
& ") 30 0 0.78 5.0 3.6
o) 0 20 1 0,40 2.4 2.0
5 0 20 0 0,52 0.4 2.4
5 2 S0 1 0.70 1.6 5.0
S 2 30 Q 0.73 2.2 2.4
S 2 20 1 (.60 2.0 1.8
> 2 20 & (.74 42 5.0
5 4 30 1 0.61 0.8 2.4
5 4 30 0 (.65 3.2 1.5
5 4 20 1 0.78 0.0 4.0
5 4 20 0 0,75 0.0 2.0




Anexo 5. Tfecto de los tres factores principales: dosis de ABA (mg/) y sacarcsa {g/1)
en etapa 111, y remocidn (1} v5. no remoeidn {0) de parafilm cince dias antes del
transplante, sobre Is gananciz de peso promedic {g) por plantz en &l proceso de
aclimatacién de Nephrolepis cordigera, E1 Zamorano, Honduras 1999,

Facarasa Parafilm

Q.

LN L

D.&0

Gianancia de peso

1N

044

-
+
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Anexo 6. Electo de los tres factores principales: dosis de ABA {mg/l} ¥ sacarosa {g/1}
en etapa III, y remoctén (1) vs. no remecino (0) de parafilm cinco dias antes dol
trapsplante, sobre el nomero de brotes promedio por planta en el proceso de
aclimatacion de Nephrolepis cordigern, E]l Zamorano, Homduras 1999,

Sacamsa Parafim
23 -
-
2
£ 11
G2
o |
5 19 -
Z g7
15
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Anexo 7. Efecto de los tres factores principaies: dosis de ABA (mg/l} ¥ sacarosa {g/1})
en ctapz [, v remocién (1) vs. no remocidn (0) de parafilm cinco dins nntes del
transplante, sobre el nimero de raices promedic por planta en el procese de
aclimatacin de Nepfirodepis cordigera, El Zamorano, Hondurus 1999,

Sacgrnss Parattim
o iy 4
L]
£
= 44
=
Lr
= 41 o
Z )
a8 o
358 -
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Anexo 8. Elecig de [as interaceiones de los tres factores principales: dosis de ABA
{mg/} v saearesz {g) en etapa [IL, v remocidn (1) vs. no remocion (0} de parafilm
cinco dias antes def transplante, sobre Tu ganaocia de peso promedio (g) por planta
en & proceso de aclimatzcién de Nephrolepis cordigera, El Zamorano, Honduras
1995,

£ A o -
e " =08
ABA - -—-
ad TreIl L _':"_:-_:: -------
- 05
-2
w0 / Lee
-+nNAa
Sacamsa
-

20

Parahifm
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Anexo 9. Efecte de las interacciones de los tres factores principales: dosiy de ABA
fmefl) v sacaress (g1) eo etapa I, v remocién (1) vs. no remocién {0) de parafilm
cinco dias antes del transpiante, sobre el mimero de brotes promedic per planta en
el procese de aclimatacidn de Neplirolepls cordigera, Ei Zamorano, Honduras 1999,

X A

ABA - T

-4 —
e +2

.2 e
My +1
13
—— - e n 2
-l-Eﬂ "'1

Parahim
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Anexe 10, Efecto de Ias interacciones de los tres factores principales: dosis de ABA
(mg1) ¥ sacaresa (g} en etapa IIL, ¥ remocidn {1} vs. 50 remocién (0) de parafilm
cince dfas anies del transplante, sobre of nimero de raices promedio por planta en
el procese de aclimatacion de Nephrolepis cordigera, El Zamorano, Honduras 1999,

& &>
AEA . e -
+4 T
2 4—-_.___________:_;;_‘
0 T
Sacarcsa 15
-30
S S
&2{] + 3
Farafiim
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