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RESUMEN

Se estudian los aspectos mds importantes para la propagacion acelerada de Saint poulia
(violeta africana), Sphatoglotis (orquidea terrestre) y Gerberas (margarita) por cultivo de
tejido y el pasaje de las plantas obtenidas in vitro a tierra. Se estudiaron las condiciones
de cultivo, evitando el encarecimiento del proceso. Se analiza la velocidad de propagacion
por este método respecto al convencional, y se ilustra su factibilidad econémica.

SUMMARY

Most important aspects about plants propagation of Saint poulia (violet), Sphatoglotis
(orquid) and Gerbers (marguerite) by the use of tissue culture methods are discussed.
Plants, obtained in vitro, were transfered to soil and grew in greenhouses. Cultural
conditions were studied, trying to avoid the use of expensive medium. Comparative
velocity of this propagation process respect the conventional one is analized and eco-
nomical factibility of it is shown.

INTRODUCCION

Si mucho se ha hablado, con razén, en el marco de la palabra biotecnologfa, de las miltiples
posibilidades del cultivo de tejido en plantas superiores (Street, H. E., 1977), también es cierto
que la propagacion de plantas, tal vez uno de los acdpites mds simples de estos métodos es la
que mayor aplicabilidad ha tenido, con el desarrollo de grandes laboratorios en varios paises
(Holdgate, D. P., 1977).

Aunque frecuentemente la propagacion de las plantas necesarias para el hombre se garantiza
por la via convencional, estos métodos en los que en muchos casos la velocidad de propagacién
es miles de veces superior, ayudan en la introduccién de nuevas variedades y en la propagacion
de plantas de lenta propagacion sexual o vegetativa, como por ejemplo orquideas (Rao, A. N.,
1977), drboles maderables (Bohga, J. M., 1980), etcétera. En particular, en el caso de plantas
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ornamentales, ademds de cumplirse en muchas de ellas lo anterior, las fluctuaciones de las
demandas del mercado hacen de estos métodos una gran herramienta. De hecho, los laborato-
rios mds importantes abordan fundamentalmente la propagacién de estas plantas junto a las
plantas maderables y frutales (Skirium, R. M., 1981).

Las condiciones de asepsia, nutricién y humedad que propicia el cultivo, garantizan la
propagacion vegetativa (por yemas de crecimiento) de muchas plantas que no lo logran en tierra,
incluso sin empleo de hormonas en el medio de cultivo. Por otra parte, al emplear hormonas,
muchas veces se induce la formacién de plantas u drganos a partir de células o tejidos, de forma
que se garantiza una propagacion rdpida y continua de estas. La capacidad de producir érganos
a partir de tejidos es una propiedad caracteristica de las plantas. El mecanismo fisiolégico de
este fendmeno es atin poco conocido (Dodds, J. H. y L. W. Roberts, 1982).

Las plantas obtenidas resultan libres de gérmenes patdgenos, ¢ incluso es posible eliminar
virus endémicos por estos métodos (Rao, A. N., 1977). Por otra parte, la tendencia es a la
uniformidad del fenotipo con propensién al rejuvenecimiento o reorganizacion de las variedades
y con pocos cambios genéticos, que de ocurrir, pueden aprovecharse, en particular, en plantas
ornamentales.

En este trabajo se presentan las condiciones dptimas de propagacion de violetas, una especie
de orquideas, y margaritas, y se discute en relacién con la velocidad, estabilidad y factibilidad
de aplicacién del sistema.

MATERIALES Y METODOS

Origen del material estéril

Sphatoglotis (orquidea terrestre): Las vainas maduras fueron esterilizadas externamente con
hipoclorito de sodio comercial diluido en agua (1:2), durante 30 minutos y se lavaron cuatro
veces con agua estéril. Las semillas se distribuyeron en medio MS (ver los medios en la tabla 1),
y medio MSI en erlenmeyers de 250 ml (todas las operaciones, en un equipo de flujo de aire
estéril). Los frascos se colocaron en el cuarto de luces con 10 horas diarias de iluminacién a
3000 lux y 25°C.

Saint poulia (violeta) y Gerberas (margarita) fueron suministradas gentilmente (un frasco de
cada variedad) por laboratorios de Hungria (Rozmaring, Budapest), Repiblica Dominicana
(empresa privada) y Checoslovaquia (Havirro), para su propagacién en nuestras condiciones.

Condiciones de propagacion

Sphatoglotis: Las semillas germinadas fueron transferidas a frascos con medios MS, MS-coco,
MSI y MS con carbén activado 1 g/l (tabla 1). Se colocaron a 5 000 lux hasta su desarrollo
vegetativo. Las plantas resultantes fueron pasadas a tierra o empleadas para la induccién de
ahijamiento o protocormos.

Para ello, plantas de 3 a 6 cm se despojaron de hojas y raices y se colocaron en medio
MS-coco, MSP y MSK. Los frascos se colocaron a la luz de 5 000 lux en el cuarto de luces
para continuar su propagacion por esta via.

Las plantas de 6-8 ¢cm con buen sistema radicular fueron lavadas, tratadas con fungicida y
sembradas en tierra, turba y mezclas fibrosas, asi como una mezcla de fibras-turba y humus
(2:1:0,5).
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Tabla 1
MEDIOS DE CULTIVO

Concentracién en mgfl

Compuesto Ms MS-coco MSI MSP MSK
NH, NO, 1 650 1650 1650 1650 1650
KNO, 1900 1900 1900 1900 1 900
CaCl,.6H,0 655 655 655 655 655
MgS0,.7H,0 370 370 370 370 370
KH, PO, 170 170 170 170 170
FeS0,.7H, 0 27.8 27.8 27,8 27,8 27,8
EDTA 37 37 37 37 37
H,BO, 6,2 62 6,2 6,2 6,2
MnSO,.4H,0 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3
ZnS0,.4H,0 8.6 8,6 8,6 8,6 8,6
KI 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Aziicar de cana 30 g/l 30 g/l 30 ¢/l 30 g/t 30 g/l
Na,MoO, .2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
CuS0,.5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Meso-inositol 100 100 100 100 100
Glicina 2x 1073 2x1073 2x 1073 2x1073 2x1073
Piridoxina s5x107* sx107* 5x107* 5x1074 5x107*
Tiamina 1x107* 1x107* 1x107% 1x107* 1x107*
Acido nicotinico 5x107* 5x107* 5x1074 5x107 5x107¢
Agua de coco - 10% vjv - - -
Kinetina - - - - 2
Benziladenina = - 0,2 5 -
Acido indolacético - - 5 0,2 -
Agar No. 3 8 000 8 000 8 000 8000 8 000

pH 5,8 58 58 5,8 5,8

Saint poulia: Inicialmente plantulas pequefias, hojas y tallos fueron distribuidos sobre
medio-agar MSK (empleado en Hungria). Al disponer de un nimero suficiente de frascos, las
plantas fueron transferidas a un medio MS, MS-coco, MSP y MSK para estudiar las condiciones
de cultivo a intensidades de luces de 3 000 y 5 000 lux en el cuarto de luces.

En las condiciones dptimas, se desarrollé la propagacion masiva. Para ello, las mayores
plantas (2,5-3,5 cm) de, un frasco fueron pasadas a tierra, mientras las medianas (sin raices) se
pasaban a medio frasco y las mds pequefias se eliminaban del proceso (fig. 2). Para sembrar las
plantas se eliminé el agar de las raices con agua y se sembraron en distintas mezclas de tierra.
Las plantas se pasaron a una casa de cristal con control de hongos y nemdtodos, evitando la luz
directa del sol (fig. 3).

Gerberas: Estas requieren dos pasos: la formacién de hijos laterales sin raices y la separacion
y enraizamiento de estos. Para evaluar el ahijamiento, plantas sin raices fueron sembradas en
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IIG. 2. Violetas. Para pasar a tierra (arriba) ; para eliminar (abajo-izquierda) ; para propagar (abajo-derecha).
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LG, 3. Plantas de violeta en tierri.

medios MS-coco, MSK, MSP y MSP con la concentracion de hormonas duplicadas (recomendado
en Checoslovaquia). Los frascos fueron colocados en el cuarto de luces a intensidades de 3 000
y 5000 lux. Para enraizar, pldntulas de 1 a 3 ¢ fueron sembradas en medios MS, MS-coco,
MSI y MSI con la concentracion de hormona duplicada (usado en Checoslovaquia). Los frascos
fueron colocados a 5000 lux de intensidad luminica. Plantas con raices fueron lavadas y
pasadas a tierra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sphatoglotis:  El 50 por ciento de los frascos con semillas se contamind ; en el resto, el
100 por ciento de las semillas germiné después de 45 dias, observindose mayor desarrollo de
las pldntulas en medio MSI (tabla 2); a los 3 meses las plantas fueron pasadas a otros medios
para su_desarrollo vegetativo. En este sentido, el medio MS con carbon activado fue muy
superior al resto donde las plantas crecen mds lento (MS y MS-coco) o desarrollan demasiado su
sistema radicular (MSI). Las plantas pueden pasarse a tierra después de tres a cuatro meses.
Solo la mezcla de turba-helecho arborescente-humus fue adecuada, con mds de 70 por ciento
de recobrado de plantas.

Si bien la propagacion por semillas estériles en este caso aumenta miles de veces los rendi-
micentos respecto a otros métodos, su empleo requiere un suministro estable de semillas. Sin
embargo, la formacion de protocormos (tinica via en muchas orquideas), garantiza una propa-
gacion continua y mds homogénea de plantas. De los medios ensayados para el desarrollo de
protocormos, el medio MSP propicio la formacién de decenas de hijos por cada planta sembrada.
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Tabla 2
MEDIOS APROPIADOS PARA CADA ESPECIE

Especie Medios

Spathoglotis (orquidea) Germinacion: MSI
Crecimiento: MS + carbdn
Protocormos: MSP

Saint poulia (violeta) Iniciacion: MSK
Propagacién: MSK y MS-coco

Gerbera (margarita) Ahijamiento:  MSP
Enraizamiento » MS-coco y MSI

Por otra parte, los medios MS-coco y MSK sélo propiciaron el desarrollo vegetativo. Esta via
de propagacién puede asegurar la formacion de decenas de miles de plantas en un afio, las que
deben enraizarse para su pasaje a tierra. No se observaron las fenolizaciones tipicas de orquideas
en esta especie.

Saint poulia: Si bien el medio reportado (MSK) provoca una elevada proliferacion de plantas
por efecto de la kinetina, en el medio MS-coco la proporcion de plantas dptimas para pasar a
tierra y la vigorosidad fue mayor, sin que varie notablemente el rendimiento de biomasa.

Por estas razones 'y su menor costo, este medio fue empleado para la propagacion (fig. 1).
El medio MS resultd inferior al resto y en el medio MSP no sélo detuvo el crecimiento, sino que
propicié el envejecimiento y la muerte celular. Aunque esta ha sido la situacion en la variedad
estudiada, ambos medios (MS-coco y MSK) deben ensayarse inicialmente al estudiar otras varie-
dades por la mayor universalidad del medio MSK (tabla 2). Cada 45 dias, en medio MS-coco,
15-20 plantas por frasco fueron pasadas a tierra y seis nuevos frascos iniciados con las plantas
mds pequefias. Esto permite que después de un afo puedan producirse hasta un millén de
plantas; de hecho, en nuestras capacidades hemos pasado a tierra mds de 6 000 plantas y
podemos producir de 2 000 a 4 000 plantas mensuales. La viabilidad de las plantas en tierra
es superior a 95 por ciento y crecen hasta florecer en una mezcla de tierra-turba-carbon de
3:1:0,5. Estos datos muestran velocidades de propagacién miles de veces superiores al método
convencional y el costo de cada planta varia de 1 a 1,5 pesos (incluyendo la maceta de venta),
lo que la hace rentable.

En las plantas en tierra no se observan diferencias morfolégicas o fenotipicas.

Gerberas: Como en los casos anteriores, el nimero de plantas producidas es muy elevado.
La fase de ahijamiento mostrd el medio MSP superior al resto, incluyendo el medio reportado
para estas variedades ; la kinetina y el agua de coco no producen plantas laterales a las concen-
traciones ensayadas. Se requiere el empleo de alta intensidad de luz (5 000 lux).

Por cada planta sembrada, después de 4-6 semanas se obtienen plantones de 12 a 20 plantas
sin raices. La fase de enraizamiento tiene lugar en todos los medios empleados, sin embargo,
el medio MS-coco fue superioral MSI que se ha empleado para estos objetivos en Checoslovaquia.
Después de 30 dias se obtienen plantas que crecen bien en las mismas condiciones que las
violetas.

Los resultados en estas tres plantas ornamentales evidencian la factibilidad y lo promisorio
del desarrollo de estos métodos en paises tropicales.
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